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Abstrakt 
Bakalářská práce se věnuje vlastnostem lidských tkání a bakterií z mikroskopického 
hlediska. Dále popisuje fyzikální principy mikroskopovacích technik SNOM a elektronové 
mikroskopie (TEM, SEM, ESEM) a jejich vhodnost pro pozorování biologických preparátů. 
Následující část se zabývá transformací dat z elektronového mikroskopu z časové do 
obrazové roviny a práci se vzniklými obrazy. Další kapitola je věnována experimentální 
přípravě preparátů pro SEM/ESEM a SNOM. Protože jsou zde v současné době tendence 
využít mikroskopovací techniku SNOM v biologické výzkumu je cílem práce srovnání 
možností zmíněných mikroskopovacích technik pro pozorování biologických vzorků a 
zhodnocení, zda je možné pro tyto účely nahradit obecně drahý EM levnějším SNOM. EM i 
SNOM totiž umožňují získat rozdílnou nicméně srovnatelnou a komplementární informaci o 
zkoumaném vzorku. 
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Abstract 
 
Bachelor thesis deals with characterization of human tissues and bacteria from the 
microscopic point of view. Physical principles of SNOM and electron microscopy (TEM, 
SEM, ESEM), together with their suitability for observing of biological specimens, were 
presented. In the next section, there is focus on data transformation from electron microscopy 
from time plane to image plane and their following processing. Next section is about 
experimental preparation of specimens for observing in SEM, ESEM and SNOM. Currently 
there is an idea to use scanning near-field optical microscope for biological research. That is 
why the goal of this thesis is compare SNOM and EM techniques, mentioned above. In this 
thesis we try to use SNOM as a cheaper option than EM in the observation of biological 
specimens. EM and SNOM allow obtaining different, however comparable and 
complementary information of the specimen.  
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Úvod 
Již od pradávna, kdy lidé začali přemýšlet o sobě, o věcech kolem sebe, o Zemi i 
vesmíru, toužili tyto věci poznat a porozumět všemu, co je obklopuje. A tak je celá naše 
minulost propletena objevy, vynálezy, zákonitostmi bez nichž bychom tady možná ani nebyli.  
Věda se však nezastavila; naopak s novými možnostmi, metodami a přístroji jsme schopni 
poznat daleko více a zjišťujeme, že čím hlouběji jdeme, tím více je nám ještě stále skryto.  
V současnosti je trendem stálá miniaturizace a zjednodušování. Abychom porozuměli 
hmotě a struktuře materiálů, stejně tak i lidskému organismu, je zapotřebí zařízení, která nám 
pouhým okem neviditelný svět zviditelní. Zaměříme se nyní na tento typ zkoumání. Prvním 
pokusem v této oblasti bylo sestavení světelného mikroskopu, jež je starý téměř 400 let. Jeho 
vynález však není připisován pouze jedné osobě. Zvučná jména spojená s počátky 
mikroskopu jsou například Zacharias a Jan Jansenovi, Galileo Galilei, Johan Kepler, Antonius 
van Leewenhoek či Robert Hooke [1], [2]. Tento zásadní a významný pokrok vědy umožnil 
vidět věci, jež jsou samotnému oku skryty. Jeho postupným zdokonalováním bylo dosaženo 
velmi dobrých optických rozlišení, avšak při cestě k stále lepší zobrazovací schopnosti bylo 
brzy zjištěno, že užitím světla nelze vidět objekty menší než je vlnová délka dopadajícího 
záření [1]. 
V této práci se budeme zabývat dvěma typy mikroskopů – optickým a elektronovým. 
Nejdříve si přiblížíme optickou mikroskopii blízkého pole (SNOM – Scanning Near-field 
Optical Microscopy), následně transmisní elektronovou mikroskopii (TEM – Transmission 
Electron Microscopy), skenovací elektronovou mikroskopii (SEM – Scanning Electron 
Microscopy) a dále jeho speciální variantu environmentální skenovací elektronovou 
mikroskopii (ESEM – Environmental Scanning Electron Microscopy). Povíme si také něco o 
vzorcích, které můžeme těmito mikroskopy sledovat. Konkrétně  o živočišných tkáních a 
bakteriích, jejichž sledování má za cíl porozumění jejich funkci. Na tomto poznání spočívají 
pokroky lékařství, biologie, potravinářství, technologií a mnohé další.  
Řešení problematiky optického blízkého pole bylo rozpracováno v roce 1928, kdy 
Edward Synge navrhl místo záznamu obrazu pomocí čoček využití malého otvoru 
pohybujícího se v těsné vzdálenosti podél předmětu, což mělo vést k superrozlišující 
schopnosti zařízení ve směru pohybu otvoru. Jeho konečnou myšlenkou bylo využití ostrého 
skleněného částečně pokoveného hrotu jako tzv. nanozdroje. Tato zapomenutá myšlenka byla 
aktualizována až o 55 let později Dieterem Pohlem. V roce 1950 přišel stejný koncept od 
Johna O´Keefeho [3]. První mikroskop pracující v blízkém poli v oblasti centimetrových vln 
sestavili E. A. Ash a G. Nicholls [3]. Rozlišovací schopnost přístroje byla tehdy λ/60, tedy 
výrazně lepší než určovala Abbeho podmínka. Vzhledem k nezávislosti chodu fotonů, a tím i 
většího počtu osvětlovacích detekčních možností, je historie optického mikroskopu 
pracujícím v blízkém poli podstatně komplikovanější než jiných typů sondových mikroskopů. 
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Přes složitosti a různé cesty řešení se přišlo s návrhem zařízení využívajících úplný vnitřní 
odraz a detekci evanescentního pole. Vývoj mikroskopů v různých variantách pokračoval dále 
v laboratořích firem po celém světě [3]. 
V roce 1931 byl v Berlíně představen transmisní elektronový mikroskop, který 
zkonstruovali inženýři Ernst Ruska a Maxe Knoll. Elektronový mikroskop je nejtypičtějším 
elektronově optickým přístrojem, ve kterém se obzvlášť názorně projevují principy 
elektronové optiky.  
Je obdobou mikroskopu světelného. Elektronový mikroskop je přístroj, který slouží 
k vytváření silně zvětšených obrazů malých předmětů. Namísto světelných paprsků využívá 
paprsků elektronových a místo skleněných čoček čočky elektronové (magnetické nebo 
elektrostatické). V magnetickém mikroskopu jsou všechny čočky magnetické, 
v elektrostatickém všechny elektrostatické, stavějí se však i mikroskopy s oběma typy čoček 
[4], [5]. Magnetické čočky jsou oblíbené, protože mají kratší ohniskovou vzdálenost a menší 
aberace než čočky elektrostatické. Protože je možné konstruovat velmi krátkofokální 
elektronové čočky, může mít elektronový mikroskop velké zvětšení. Právě vysoká rozlišovací 
schopnost je jeho hlavní předností [1], [2], [3], [4].  
Lidské oko vidí v optimální – konvenční vzdálenosti (25 cm) dva body předmětu 
odděleně, jsou-li od sebe vzdáleny na 0,1 mm. Při menší vzdálenosti body splývají a oko je 
tak nevidí odděleně. Rozlišovací schopnost světelného mikroskopu je omezena difrakcí světla 
a po zobrazení čočkou se body jeví jako rozptylové kroužky. Ty se mohou překrývat nebo 
vzájemně různým způsobem protínat, jak si řekneme později. Rozlišitelná vzdálenost bude 
tím menší, čím je menší vlnová délka světla a větší numerická apertura zvýšena zvětšením 
průměru čočky nebo relativního indexu lomu předmětového a obrazového prostoru. Vlnovou 
délku uvádíme v angströmech nebo v nanometrech, kdy 1   = 0,1 nm. 
Když osvětlíme předmět krátkovlnným fialovým světlem o délce 4 500   
(kdy 1   = 10-8 cm) je rozlišitelná vzdálenost 4 500  . Pro bílé světlo je to 2 000  , tedy 
0,0002 mm. Pětistynásobné zvětšení bude stačit k tomu, abychom odděleně pozorovali body 
vzdálené od sebe 2 000   , neboť 2 000  ·500 = 10-2 cm = 0,1 mm, což je již výše uvedená 
rozlišovací schopnost lidského oka. Další zvětšení pomocí skleněných čoček nemá smysl, 
protože nedává možnost rozlišit další podrobnosti. Pokud použijeme ultrafialových paprsků, 
křemenné optiky a speciálních fotografických desek je možné sestavit mikroskop 
s rozlišovací schopností 800   [4]. 
Většina mikroobjektů, jako jsou viry, bakterie, bakteriofágy, velké organické 
molekuly, detaily mikrostruktury různých těles, má menší rozměry než je schopen světelný 
mikroskop rozlišit. Místo viditelného světla by se dalo využít rentgenových paprsků majících 
mnohem kratší vlnovou délku, to však není možné, protože neexistují čočky, které by mohly 
tyto paprsky fokusovat. Proto přišlo až na elektronové svazky o vlnové délce stotisíckrát 
kratší než paprsky světla. Při zvyšování rychlosti elektronů vlnová délka elektronových 
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svazků klesá. Rozlišovací schopnost elektronového mikroskopu vyjádřena v angströmech je 
menší než 1   [4].  
Princip vzniku obrazu v elektronovém mikroskopu je principiálně podobný. Zdrojem 
elektronových paprsků je elektronová tryska skládající se z katody emitující elektrony 
(většinou wolfram a LaB6), fokusační elektrody a anody. Emitované elektrony jsou 
urychlovány polem anody a fokusovány v úzký svazek s malým vrcholovým úhlem. Takový 
svazek je dále fokusován kondensorem na pozorovaný objekt umístěný v blízkosti objektivu. 
Po průchodu předmětem kde nastává rozptyl elektronů, přicházejí elektronové svazky do 
objektivu, který vytvoří první zvětšený obraz předmětu [4]. 
Mechanismus vzniku obrazu ve světelném mikroskopu je znám; světelné paprsky jsou 
při průchodu předmětem v různých jeho bodech více či méně absorbovány, a tak vzniká 
kontrast obrazu. V elektronovém mikroskopu je mechanismus jiný. Absorpce elektronů 
prakticky neexistuje [4]. 
Pozorovaný předmět musí být natolik tenký, aby v něm absorpce elektronů 
nenastávala. Zpravidla ho připravujeme jako tenkou vrstvu nanesenou na amorfní fólii. Při 
průchodu předmětem se elektrony srážejí s atomy látky a jsou rozptylovány a úhel rozptylu 
závisí na tloušťce a hustotě předmětu. Oblasti velké tloušťky a hustoty rozptylují elektrony ve 
velkém úhlu. Po průchodu objektivem procházejí rozptýlené elektrony aperturní clonkou 
uvnitř nebo za objektivem. Množství elektronů vycházejících z jednoho bodu předmětu, které 
prošly aperturou, závisí na úhlu rozptylu. Silně rozptýlené elektrony otvorem neprojdou a 
neúčastní se tedy vytvoření obrazu. Rozdělení intenzity světla na stínítku odpovídá rozdělení 
tloušťky a hustoty předmětu. Čím tlustší a hustší je část předmětu, tím méně intenzivně září 
odpovídající část obrazu. Kontrast je tedy podmíněn na rozdíl od mikroskopu světelného 
rozptylem elektronů v různých bodech. Zvětšení závisí na ohniskové vzdálenosti objektivu a 
jeho vzdálenosti od obrazové roviny [4]. 
Elektronový mikroskop je hojně využíván v různých oblastech vědy a techniky 
(v biologii, chemii, fyzice či metalografii). Tam kde končí rozlišovací schopnost světelného 
mikroskopu, je začátek pro mikroskop elektronový. V biologii se podařilo pozorovat strukturu 
bakterií, objevit mikroby, filtrabilní viry a jiné. V metalurgii se používá k výzkumu struktur 
povrchu kovů, kdy můžeme sledovat jejich krystalickou mřížku [4].  
Zobrazování biologického materiálu klade specifické požadavky jak na použitou techniku 
mikroskopování, tak na přípravu vzorku a množství energie, které pro zobrazení můžeme 
použít. Protože se v dnešní době téměř vše zpracovává digitálně, informace z mikroskopů 
nevyjímaje, nastiňuje práce i problematiku číslicového zpracování dat, zavádění speciálních 
algoritmů a programových prostředků, které jsou využity pro zpracování biologických dat. 
Součástí praktické části práce je tedy i ukázka transformace dat z elektronového mikroskopu 
z časové do obrazové roviny a následné jasové transformaci získaných obrazů za použití 
programovacího prostředí pro řešení vědecko-technických výpočtů (v našem případě verze 
MATLAB 7.10.0 R2010a).  
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Hlavní náplní praktické části je však experimentální přípravě vzorků pro oba typy mikroskopů 
a jejich následné zkoumání zmíněnými mikroskopickými technikami. Jako preparát je použita 
kultivace buněčné řady U2OS odvozené od lidského osteosarcomu.  
Cílem práce je pak srovnání možnosti použití SNOM a elektronové mikroskopie pro účely 
využití v biologickém výzkumu; prověření zda jsme schopni technikou sondy v blízkém poli 
dosáhnout srovnatelných nebo dokonce lepších výsledků než elektronovou mikroskopií a 
nahradit tak obecně drahý EM levnějším SNOM nebo jej alespoň dostat více do povědomí 
badatelů. Metoda totiž vykazuje vysoké prostorové rozlišení fyzikálních veličin a skrývá i 
další výhody. Ve světě není ještě příliš používána, a proto je tato práce průkopnická a nabízí 
první seznámení s touto problematikou. Srovnání metod je na úrovni subjektivního posouzení 
kvality obrazů (psycho-senzorický vjem) a to spíše z biologického hlediska; jak a které 
buněčné struktury je možno pozorovat a analyzovat.  
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1 Morfologie živočišných tkání 
Tkání nazýváme soubor morfologicky podobných buněk a jejich derivátů, které mají 
shodnou nebo velmi podobnou funkční specializaci. Jsou materiálem pro stavbu orgánů těl 
mnohobuněčných organismů (metazoí). Tkáně se diferencují v průběhu embryonálního 
vývoje jedince ze zárodečných listů a z mezenchymu procesem zvaným histogeneze. Je pro 
ně typické, že buňky se navzájem těsně dotýkají [5], [6]. 
Nauka zabývající se tkáněmi se nazývá histologie (z řeckého histos – tkáň, logia – 
studium) [6]. 
Na základě strukturních a funkčních znaků rozlišujeme čtyři základní typy tkání – 
epitelovou, pojivovou (podpůrnou) [6], svalovou a nervovou [5]. 
Tkání nervovou se v této práci nebudeme zabývat.  Její různé struktury v rámci 
lidského těla jsou velmi rozmanité a složité a pro naše pozorování jsme ji nevyužili. 
1.1 Tkáň epitelová 
Epitely jsou složeny z těsně přiléhajících polyedrických buněk s minimálním 
množstvím mezibuněčné hmoty proteoglykanové povahy, kterou lze zjistit pomocí 
elektronového mikroskopu [5], [6], [7].  
Epitelová tkáň sama o sobě nemá cévní zásobení. Buňky epitelu bývají bohaté na 
cytoplazmu a vyskytují se v rozmanitých tvarech – od plochého, přes kubický, cylindrický 
(Obrázek 1.1) až po polyedrický. Jádro se zpravidla nachází uprostřed buňky. Jejich tvar 
bývá kulatý, protáhlý nebo eliptický a zhruba odpovídá tvaru buňky. Kubické epitel obsahuje 
buňky s jádry kulatými, zatímco dlaždicové epitely mají buňky s oploštělými, eliptickými 
jádry ležícími při bazálním nebo apikálním konci buňky. Jelikož jsou hranice mezi 
jednotlivými buňkami ve světelném mikroskopu obvykle nezřetelné, tvar jádra je důležitým 
vodítkem pro odhad tvaru, počtu a polohy buněk (zda jsou či nejsou uspořádány do vrstev). 
Tato skutečnost se stává základním kritériem klasifikace epitelů [5], [6], [7]. 
Struktura a uspořádání epitelu je značně ovlivněno funkcí, jakou epitel plní. Základní 
funkce epitelové tkáně jsou krytí povrchů, vystýlání lumin dutých orgánů, absorpce, sekrece, 
vnímání a stažlivost (kontraktilita) [5], [6], [7].  
Bazální povrch buňky je kryt bazální membránou, která je viditelná pouze 
elektronovým mikroskopem a jeví se jako denzní vrstva a její tloušťka kolísá podle typu 
epitelu, asi mezi 20-100 nm [6], [7]. 
Epitelů existuje celá řada, jak již bylo řečeno, rozlišujeme je podle jejich struktury, 
uspořádání a funkce, ale zde nemáme dostatek prostoru se jimi podrobněji zabývat. 
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Obrázek 1.1 Víceřadý cylindrický epitel s řasinkami [9] 
1.2 Tkáň pojivová 
Hlavní složkou pojivové tkáně, na rozdíl od ostatních tkání, je extracelulární matrix – 
mezibuněčná hmota. Její součástí jsou proteinová vlákna, amorfní základní hmota a tkáňová 
tekutina – převážně voda vázaná v roztocích. Vlákna se dělí na kolagenní, elastická a 
retikulární. Liší se chemickým složením, funkcí a strukturálními znaky, čehož využíváme při 
jejich mikroskopické identifikaci [5], [6], [7].  
Základní hmota amorfní obsahuje velké množství vody a není snadné ji studovat na 
čerstvých i fixovaných preparátech. Vlivem fixace se její složky srážejí, což způsobuje, že se 
v elektronovém mikroskopu jeví jako granulární materiál.  
Vlákna kolagenní tvořená bílkovinou kolagen. V řídkém vazivu mají tvar rovných 
nebo zvlněných vláken širokých 1 – 12 μm a neurčitelné délky. Na příčném řezu mají jemně 
zrnitý charakter, protože vlákno se skládá z longitudinálních rovnoběžně uspořádaných fibril 
(široké 0,3 – 0,5 μm). V polarizovaném světle jsou pozitivně jednoose dvojlomná. Kolagenní 
fibrily jsou viditelné i ve světelném mikroskopu, ale až v elektronovém mikroskopu zjistíme, 
že se skládají z paralelně uspořádaných mikrofibril tlustých 400 – 100  , příčně pruhovaných 
s periodicitou 640  . Stavební jednotkou kolagenu je tropokolagen, který je nitkovitý, tlustý 
15   a dlouhý 2 600 – 3 000  . Vlákna kolagenu se barví například eosinem růžově, 
anilinovou modří modře, kyselým fuchsinem červeně, světlou zelení zeleně a solemi stříbra se 
pak impregnují hnědě [6]. 
Elastická vlákna jsou tenká, dlouhá silně dvojlomná vlákna nebo ploché pásky o 
tloušťce 0,2 – 4 μm. Ve světelném mikroskopu mají homogenní strukturu. V kolagenním 
vazivu vytvářejí jemnou síť. Jsou složena z proteinu elastinu, který je rezistentní na teplo, 
chlad a proti zředěným kyselinám a zásadám. V elektronovém mikroskopu se strukturálně 
jeví jako periferní svazky tenkých tubulárních subfibril tlustých 100   kolem centrálně 
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uložené amorfní substance. Soudí se, že amorfní substance je elastin a zmíněné subfibrily 
dosud neidentifikovaný protein [6]. 
Retikulární vlákna mají síťovité uspořádání a jsou přítomna například kolem 
drobných krevních cév, svalových i nervových vláken, tukových buněk, v septech plicních 
alveolů a zejména na rozhraní mezi vazivem a jinými typy tkání. Jsou extrémně tenká o 
průměru 0,5 – 2 μm. Tvoří je fibrilární elementy v hojné amorfní protein-polysacharidové 
matrix. Pro zviditelnění se impregnují solemi stříbra – černé zbarvení, proto jsou nazývány 
argyrofilní (z řeckého argyros – stříbro) nebo se barví na červenofialovo. V elektronovém 
mikroskopu je periodicita protofibril stejná jako u protofibril kolagenních [6], [7]. 
1.2.1 Tuková tkáň 
Je to speciální druh vaziva, kde převládají tukové buňky zvané adipocyty. Ty se 
vyskytují izolovaně nebo ve shlucích, většinou však ve velkých nakupeních rozmístěných po 
celém těle (především kyčle, stehna, břicho, ženská ňadra a paže) [8].  
Obecná žlutá (unilokulární) tuková tkáň se skládá z plně vyvinutých buněk 
nesoucích v cytoplazmě jednu velkou centrálně uloženou kapénku tuku. Buňky mají kulovitý 
tvar a jsou velké až 120 μm (Obrázek 1.2) [6]. 
Hnědá (multilokulární) tuková tkáň je tvořena kulovitými buňkami s mírně 
excentricky uloženým jádrem.  Poslední výzkumy ukázaly, že hnědá tuková tkáň je u člověka 
zastoupena pouze ve fetálním období, v dospělosti již ne [6]. U novorozenců a dětí do 3 let se 
nachází ještě v meziolopatkové krajině [5]. V čerstvém stavu je tuková buňka silně 
světlolomná. Působením chloroformu, xylenu a benzenu je buňka na řezu světlá, protože byla 
tuková kapka látkami extrahována [6]. 
 
 
Obrázek 1.2 Tuková tkáň [9] 
1.2.2 Chrupavka 
Chrupavka je bezcévná podpůrná pojivová tkáň složená z buněk chondrocytů 
(z řeckého chondros – chrupavka) a z velkého množství mezibuněčné matrix. Chrupavka 
vykazuje značnou pružnost (mezibuněčná hmota) a pevnost (základní amorfní hmota) [6], [7]. 
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Rozlišujeme tři typy chrupavek (hyalinní, elastické a vazivové). Rozdíl mezi nimi je 
dán různým zastoupením glykosaminoglykanů a proteoglykanů v extracelulární matrix [7]. 
Hyalinní chrupavka je nejrozšířenější a nejprozkoumanější typ chrupavky. Čerstvá je 
modravě bílá až průsvitná. V mezibuněčné hmotě převažuje amorfní základní hmota, 
maskující jemnou síť kolagenních fibril. Jsou velmi tenké, 60 – 200   a vykazují periodicitu 
64 nm (640  ). Chondrocyty hyalinní chrupavky jsou eliptické s dlouhou osou rovnoběžnou 
s povrchem. Hlouběji mění tvar na kulovitý nebo polokulovitý o průměru 10 – 30 μm a 
mohou se sdružovat do skupinek až osmi buněk vznikajících mitotickým dělením jediného 
chondrocytu. Skupinky označujeme jako izogenetické (Obrázek 1.3) [6], [7].  
 
Elastická chrupavka je podobná chrupavce hyalinní a existují mezi nimi plynulé 
přechody. V mezibuněčné hmotě je však navíc přítomno husté pletivo jemných elastických 
vláken. Díky přítomnosti elastinu je její barva za čerstva nažloutlá. Chondrocyty jsou 
rozděleny rovnoměrně a netvoří isogenetické skupiny. Jádra jsou uložena mírně excentricky 
[6], [7]. 
Vazivová chrupavka je jakýmsi přechodem mezi hustým vazivem a chrupavkou 
hyalinní. V mezibuněčné hmotě převažuje vláknitá složka tvořená silnými kolagenními 
vlákny. Amorfní hmoty je velmi málo, stejně tak i chondrocyty jsou nepočetné a jsou uloženy 
izolovaně nebo ve skupinkách mezi svazky kolagenních vláken, podobně jako u chrupavky 
hyalinní. Matrix je acidofilní díky přítomnosti velkého množství hrubých vláken kolagenu 
I. typu, které jsou dobře viditelné mikroskopem [6], [7].  
1.2.3 Kost 
Kost patří k nejtvrdším tkáním v těle. Je složena ze zvápenatělé mezibuněčné hmoty – 
kostní matrix a tří typů kostních buněk – osteoblasty, osteocyty a osteoklasty [6], [7]. 
 
Obrázek 1.3 Hyalinní chrupavka [9] 
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Mikroskopicky můžeme rozlišit dva typy kostní tkáně podle jejich uspořádání, a to 
kost spongiosní (houbovitou) a kost kompaktní.  Spongiosní kost tvoří tenké trámce kostní 
tkáně uspořádané v prostorovou síť, vyplněnou kostní dření, zatímco kompaktní je složena 
z hustě uspořádané kostní tkáně. Kostní dřeň je buď červená (hematogenní), kde probíhá 
tvorba krvinek, žlutá, obsahující převážně tukové buňky nebo gelatinosní, která se nachází 
v kostech starých nebo dlouhotrvajícím onemocněním vyčerpaných jedinců a má rosolovitou 
konzistenci [6], [7]. 
Rozlišujeme dva typy kostní tkáně – vláknitá a lamelózní. Kostní tkáň vláknitého 
typu (primární, nezralá) má mezibuněčnou matrix složenou z plsťovitě propletených 
kolagenní fibril v hrubších svazcích prostoupených interfibrilární hmotou. Vyskytuje se 
v kostních drsnatinách (tuberositates ossium) a tvoří zubní cement. Kostní tkáň lamelózního 
typu (sekundární, zralá) je nejrozšířenějším typem kostní tkáně u člověka. 
 Kostní matrix je pravidelně uspořádána do vrstev (lamel) o tloušťce 3 – 7 μm, 
s drobnými dutinami obsazenými osteocyty. Systémy lamel jsou navzájem odděleny tenkou 
silně světlolomnou matrix – tmelová linie (Obrázek 1.4) [6], [7]. 
Tvrdá kost se mikrotomem obtížně krájí, a proto se pro její zpracování používají 
speciální techniky. Jednou z nich je vybrušování kosti do tenkých průsvitných destiček – 
výbrusy. Tato metoda umožňuje pouze studium matrix a komůrek (lakun) a kanálků v ní 
obsažených. V pozorování využíváme rozdílu mezi indexem lomu lakun a kanálků 
vyplněných vzduchem. Světelné paprsky procházejí lakunami a jsou vychýleny kanálky, a 
proto je objektiv nemůže zachytit. Z tohoto důvodu se na výbrusu jeví černé. Další metoda je 
odvápnění kosti. Minerální složka kosti se odstraňuje slabým roztokem kyseliny nebo 
roztokem s chelatačním činidlem. Odvápněná kost se pak zalévá, krájí a barví. Za použitím 
této metody můžeme zkoumat jak organickou složku matrix tak i buňky [7]. 
 
 
Obrázek 1.4 Kostní tkáň lamelózního typu, intersticiální lamely [9] 
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1.3 Tkáň svalová 
Svalová tkáň je obdařena schopností kontrakce a vytvářet nebo měnit mechanické 
napětí. Zajišťuje pohyb organismu a pohyb orgánů a jejich částí v prostoru – Peristaltické 
pohyby GIT, změny průsvitu cév či pravidelné stahy srdce. Stažlivost svalových vláken je 
podmíněna přítomností kontraktilních proteinů aktinu a myozinu, které přeměňují 
chemickou energii z ATP (Adenosin-tri-fosfát) v energii mechanickou. Vlákna mají v ose 
kontrakce protáhlý tvar, sdružují se ve snopečky, ty ve snopce až nakonec vytvoří celý sval. 
Rozlišujeme tři typy svalové tkáně – kosterní svalstvo, srdeční svalstvo a hladké svalstvo 
[5], [6], [7]. 
1.3.1 Kosterní svalstvo 
Kosterní svalstvo se skládá z dlouhých (1 – 30 cm), cylindrických, mnohojaderných, 
příčně pruhovaných buněk o průměru 10 – 100 μm (svalová vlákna). Jejich jádra jsou početná 
(35 jader na 1 mm délky vlákna), oválná a nachází se zpravidla na obvodu buňky pod 
cytoplazmatickou membránou – sarkolemou. Díky tomuto specifickému uložení jader 
odlišujeme kosterní svalstvo od jiných [6], [7]. 
Nejvýraznější složkou vlákna jsou myofibrily, vlákna tlustá 1 – 2 μm, uspořádané 
v paralelních svazcích tak, že na příčném řezu se jeví jako drobné tečkování. Na podélném 
řezu se myofibrila skládá ze střídajících se příčných proužků silně a slabě dvojlomné 
substance. Silně dvojlomné (tmavší pruhy) jsou anizotropní proužky (A-proužky), dělené 
světlou příčnou ploténkou, H-pruhem, který je ještě půlený tzv. M-linií. Velmi slabě 
dvojlomné jsou isotropní (I-proužky), ty jsou pak děleny tmavou příčnou ploténkou 
(telofragma nebo Z-linie, T či Z-proužek) [6], [7]. 
Nejmenší opakující se podjednotkou kontraktilního aparátu je sarkomera, úsek mezi 
dvěma Z-liniemi. V klidovém stavu je dlouhá asi 2,5 μm. Elektronový mikroskop nám odhalí, 
že myofibrily jsou složeny z jemnějších jednotek myofilament (aktinová (tenká) a myozinová 
(tlustá) filamenta). Aktinová filamenta jsou 1,0 μm dlouhá, 8 nm široká, odstupují ze Z-linie 
na obě strany do vzdálenosti 1 μm a proplétají se rovnoběžně mezi filamenta myozinová. 
Myozinová filamenta jsou dlouhá 1,6 μm, široká 15 nm a vyplňují A-pruh. Vzdálenost mezi 
jednotlivými vlákny je 500   [6], [7]. Rozlišujeme tři typy příčně pruhovaných vláken – 
červená, bílá a intermediární (Obrázek 1.5) [5], [6], [7]. 
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Obrázek 1.5 Příčně pruhovaná svalovina [9] 
1.3.2 Srdeční svalstvo 
Srdeční svalovina je složena z buněk zvaných kardiomyocyty, které se na základě 
strukturních znaků a funkce rozdělují na pracovní (kontraktilní) a vzrušivé. Buňky jsou 
v srdci těsně protkány, různě se propojují svými výběžky a jejich uspořádání umožňuje vznik 
charakteristických kontrakčních vln, které jsou podkladem systoly srdečních komor. Zralé 
buňky jsou asi 85 – 100 μm dlouhé o průměru 15 μm. Je přítomno charakteristické příčné 
pruhování. Buňky obsahují jedno až dvě bledá jádra v centrální části. Přítomné mitochondrie 
jsou 2,5 μm dlouhé, s četnými, hustě uspořádanými krystami. Svalová vlákna mají jemný 
vazivový obal s hustou kapilární sítí.  
Charakteristická pro srdeční svalstvo je přítomnost tmavě se barvící ploténky – 
interkalární disk. Tyto disky nepravidelně probíhají napříč řetězci srdečních buněk.  Tato 
spojení mají podobu přímých linií nebo schodovitou strukturu [5], [6], [7] (viz Obrázek 1.6). 
 
 
Obrázek 1.6 Srdeční svalovina [9] 
1.3.3 Hladké svalstvo 
Hladké svalstvo se skládá z protáhlých vřetenovitých buněk bez příčného pruhování 
zvaných leiomyicyty (z řeckého leios – hladký). Tvoří svalové vrstvy okolo vnitřních orgánů, 
zejména systému trávícího, močového, pohlavního. Dále je v dýchacích cestách, ve stěně 
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krevních a lymfatických cév a v různém množství také roztroušeno ve vazivu kůže, v duhovce 
či v řasnatém tělese oka [5], [6], [7]. 
 Každá buňka má svou bazální laminu a je obklopena sítí retikulárních vláken. Tyto 
struktury slouží k umírnění sil, které vznikají při harmonických stazích svaloviny. Svalová 
buňka se od střední nejširší části, kde je umístěno jediné jádro, na obě strany apikálně zužuje. 
Průměr buňky kolísá v rozmezí 3 – 10 μm. Jejich délka je proměnlivá, od 20 μm v malých 
krevních cévách až po 500 μm v děloze těhotné ženy. Svalovina je velmi hutná, což je 
způsobeno těsným přilehnutím buněk tak, že nejširší část jedné buňky přiléhá k zúžené části 
další buňky. Proto na příčném řezu vždy vidíme průřezy buňkami o různých průměrech. 
Veškeré další organely jsou soustředěny kolem obou pólů jádra. Hladká svalovina neobsahuje 
T-tubuly [5], [6], [7]. 
Buňky hladkého svalstva jsou inervovány vegetativním nervstvem a nepodléhají proto 
volní kontrole, stejně jako srdeční svalová tkáň. Kontraktilní aparát se skládá z aktinových 
myofilament s tropomyosinem (tenkých) a myozinových (tlustých) myofilament 
v parakrystalickém uspořádání. Ta jsou v optickém mikroskopu prokazatelná jako dvojlomná, 
jemná, rovnoběžná vlákna. Myofilamenty se šikmo kříží a vytváří tak mřížovitou strukturu, 
tenká vlákna mají průměr 5 – 7 nm a tlustá 12 – 16 nm. Hlavičky na myozinovém vlákně se 
nachází po celé jeho délce a zakončení myofilament jsou holá. Kontrakce hladkého svalstva 
se uskutečňuje klouzavým pohybem filament, podobně jako u kosterního svalstva. Buňky 
dále obsahují ve své cytoplazmě složitou sít intermediálních filament tlustých 10 nm [5], [6], 
[7]. 
1.4 Krev 
Krev je červená tekutina, která koluje jedním směrem v uzavřeném cévním řečišti, 
takže se nestýká přímo s buňkami ve tkáních a orgánech, poháněná převážně rytmickými 
kontrakcemi srdce. Je to nejdůležitější složka vnitřního prostředí organismu (homeostázy). 
Zajišťuje přenos důležitých látek a dýchacích plynů mezi vnějším a vnitřním prostředím [5], 
[6], [7]. 
Krev se skládá ze dvou složek; z formovaných elementů (krevní tělíska) a plazmy. 
Mezi krevní tělíska řadíme erytrocyty (červené krvinky), trombocyty (krevní destičky)  
a leukocyty (bílé krvinky).  
Krevní plazma je nažloutlá, slabě alkalická, opaleskující tekutina tvořená z 90 % 
vodou, ze 7 % bílkovinami, z 0,9 % anorganickými solemi a zbytek je tvořen dalšími látkami. 
Nejvýznamnějšími bílkovinami jsou albuminy a globuliny [6], [7]. 
Z krevních elementů jsou nejpočetnější Erytrocyty (červené krvinky). Jsou to 
bezjaderné specializované buňky. Jsou naplněny proteinem hemoglobinem (33 %), který 
přenáší kyslík. Za normální okolností neopustí krevní řečiště. Mají tvar bikonkávního terčíku 
(disku) se světlejším středem a tmavší periferií, na průřezu je jejich tvar piškotovitý. Krom 
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krvinek tvaru terčíku se můžeme setkat s krvinkami soudečkovitými, srpkovitými, 
baňkovitými, oválnými, popřípadě jejich úlomky. Průměr standardního erytrocytu 
(normocytu) je asi 7,5 μm, šířka na obvodu 2,6 μm a ve středu 0,8 μm v izotonickém 
prostředí. Erytrocyty s průměrem větším než 9 μm nazýváme makrocyty a menším než 6 μm 
mikrocyty. Pokud je přítomen větší počet erytrocytů, které se vzájemně značně odlišují svou 
velikostí, mluvíme o anizocytóze. V obarveném krevním nátěru jsou erytrocyty scvrklé na 
7,2  – 7,4 μm v průměru a 1,9 μm tloušťky obvodu. Na nátěru se jeví jako homogenní růžové 
disky, oddělené od okolí velmi pružnou buněčnou membránou – plazmolemou. Obsah 
erytrocytu tvoří jemně zrnitá, v elektronovém mikroskopu středně osmiofilní matrix 
z hemoglobinu, enzymů gykolytické a hexózomonofosfátové metabolické dráhy a 
mirkofilament (Obrázek 1.7) [5], [6], [7]. 
 
 
Obrázek 1.7 Erytrocyty v elektronovém mikroskopu [9] 
 
Nezralé červené krvinky nazýváme retikulocyty. Za normálních podmínek tvoří 1 % 
celkového počtu erytrocytů. V jejich cytoplazmě je často přítomna ribozomální RNA (rRNA), 
kterou můžeme zviditelnit pomocí vitálních barviv (brilantkrezylová modř) a pozorujeme pak 
několik zrnéček nebo síťovitou strukturu. Za normálních podmínek se během 24 – 48 hodin 
vyzrávájí na normocyty [5], [6], [7]. 
Leukocyty (bílé krvinky) jsou bezbarvé jaderné krvinky a nejsou stálou složkou krve. 
V krvi mají zhruba kulovitý tvar, při průchodu stěnou kapiláry tvar mění. Podílejí se na 
buněčné i humorální obraně organismu [5]. 
Podle přítomnosti specifických granul v cytoplazmě rozlišujeme granulocyty 
(polymorfonukleární leukocyty) a agranulocyty (mononukleární leukocyty). Tato granula 
specificky vážou neutrální, kyselé nebo bazické komponenty barvících směsí Romanovského 
typu. Mezi granulocyty patří granulocyty neutrofilní, eozinofilní a bazofilní. Agranulocyty 
specifická granula v cytoplazmě nemají, naopak obsahují azurofilní granula, která váží 
azurofilní barviva a barvící se purpurově. Tato granula jsou primární lysozomy. Jejich jádra 
jsou okrouhlá nebo mají vytvořeny zářezy. Řadíme k nim lymfocyty a monocyty.  
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Granulocyty neutrofilní (neutrofily) jsou nejhojnější, jejich průměrná velikost 
v čerstvém stavu je 12 – 15 μm. Jádro je složené z 2 – 5 laloků, většinou ze tří, spojených 
můstky chromatinu. Nezralé neutrofily (tyčky) mají jádro nesegmentované ve tvaru podkovy. 
Specifická granula jsou malá (0,1 – 1 μm) různých tvarů a blíží se hranici rozlišovací 
schopnosti světelného mikroskopu. Obsahují i granula azurofilní (velká 0,5 μm), ta však tvoří 
pouze jednu třetinu všech granul [5], [6], [7]. 
Granulocyty eosinofilní (eosinofily) tvoří jen 2 – 4 % leukocytů v krvi. Jsou to buňky 
o průměru 12 – 15 μm s dvojlaločnými jádry. Na barevném preparátu má jádro hustě 
uspořádaný chromatin a nemá jadérko. Eozinofily dobře rozeznáme podle přítomnosti 
velkého množství světlolomných specifických granul barvících se eosinem v lehce bazofilní 
cytoplazmě. Granula jsou 0,5 – 1,5 μm dlouhá a 0,3 – 1 μm silná. Od cytoplazmy jsou granula 
oddělena jednotkovou membránou. Uvnitř granula je krystalická dřeň – internuum [5], [6], 
[7]. 
Granulocyty bazofilní (bazofily) tvoří asi jen 0,5 – 1 % leukocytů v krvi, a proto není 
lehké je v normálních krevních nátěrech zachytit. Jejich velikost je mezi 10 – 15 μm. Jádro je 
protažené, nepravidelné, nejčastěji ve tvaru písmene S, rozděleno na nepravidelné laloky. 
V cytoplazmě jsou přítomna hustá granula, která značně jádro překrývají. Jejich velikost je 
0,5 – 1 μm, jsou kulovitého tvaru a barví se výrazně kyselými barvivy (eosinem) červeně či 
Pappenheimovou metodou temně fialově. Ve srovnání s ostatním granulocyty je specifických 
granul přítomno méně. V elektronovém mikroskopu mají bazofilní zrna jemně zrnitou 
strukturu a jsou ohraničena jednotkovou membránou [5], [6], [7]. 
Agranulocyty nemají v cytoplazmě specifická granula, ale pouze granula azurofilní. 
Jejich jádro je kulovité nebo jen málo členité, cytoplazma je zřetelně bazofilní. Agranulocyty 
dělíme na lymfocyty a monocyty.  
Lymfocyty tvoří asi 25 – 30 % celkového počtu bílých krvinek. Jsou to sférické 
buňky, které na svém povrchu vystavují výrazné molekuly – markery, rozeznatelné pouze 
imunocytochemicky. Lymfocyty rozlišujeme malé, střední a velké. 
Malé mají velikost 6 – 8 μm a kulovitý tvar. Tvoří 80 – 90 % lymfocytů. Největší část 
buňky zabírá kulovité, lehce vpáčené jádro, které obsahuje hodně chromatinu nahloučeného 
v hrubých hrudkách a jádro se tak dobře barví. Nachází se v něm zpravidla i jadérko, které 
dokážeme vidět jen pomocí speciálního barvení nebo v elektronovém mikroskopu. 
Cytoplazma tvoří jen úzký lem kolem jádra a barví se na modro. Díky vysokému počtu 
ribosomů a polyribosomů mají bazoífilní charakter. Tyto lymfocyty se jen vzácně mitoticky 
dělí [5], [6], [7]. 
Střední lymfocyty mají průměr 10 – 12 μm a velké lymfocyty mají průměr 16 – 18 
μm. Rozdíl velikostí je funkční.  
Lymfocyty můžeme rozdělovat nejen podle velikosti, ale i podle místa původu. 
Rozlišujeme tak T-lymfocyty (pocházející z thymu) a B-lymfocyty (podle bursa Fabricii u 
ptáků, apendixu lymfatické tkáně tonzil a z kostní dřeně) nebo podle molekulárního 
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uspořádání povrchové membrány, jestli mají na svém povrchu specifické receptory 
k navázání antigenů [5], [6], [7]. 
Monocyty vznikají v kostní dřeni, mají průměr 12 – 20 μm a jsou tak největšími 
cirkulujícími buňkami krve. Tvoří 3 – 8 % celkové populace leukocytů. Jejich poločas v krvi 
je 8 – 100 hodin. Buňka je kulovitá nebo ovoidní s oválným, podkovovitým, ledvinovitým, 
výjimečně i laločnatým excentricky uloženým jádrem. V jádře bývá jedno nebo dvě jadérka. 
Chromatin v jádře je méně kondenzován a má fibrilární strukturu, proto se barví mnohem 
světleji než jádra ostatních lymfocytů a můžeme tak monocyty od ostatních pěkně odlišit. 
Cytoplazma je slaběji bazofilní a obsahuje jemná azurofilní granula (některá se pohybují na 
hranici rozlišovací schopnosti světelného mikroskopu). Granula jsou elektrodenzní tělíska 
s jednotkovou membránou na povrchu. V blízkosti jádra jsou také mikrofilamenta a 
mikrotubuly. Pomocí Pappenheimovy metody se cytoplazma barví šedomodře [5], [6], [7]. 
Trombocyty (krevní destičky) jsou bezjaderné oválné či bikonvexní terčíky o 
průměru 2 – 4 μm. Z profilu mají vřetenovitý tvar. Vznikají fragmentací velkých 
polyploidních megakaryocytů v kostní dřeni. V barevných nátěrech někdy destičky tvoří 
shluky. Trombocyty mají dvě vrstvy. Periferní světle modře nebo zeleno-modře se barvící 
průsvitná hyalomera a centrálně uložená tmavěji se barvící granulomera. Granulomera 
obsahuje denzní granula o průměru 250 – 300 nm plná vápníku, pyrofosfátů, serotoninu, ADP 
a ATP. Dále obsahuje alfa granula o průměru 300 – 500 nm s fibrinogenem a jinými 
specifickými proteiny. Lambda granula jsou velká 175 – 250 nm a obsahují lyzosomální 
enzymy. Většina granul, které pozorujeme ve světelném mikroskopu, jsou alfa granula. 
Hyalomera je homogenní a obsahuje mikrofilamenta a mikrotubuly, zřejmě udržuje tvar 
destičky. Povrch je krytý buněčnou membránou, pod níž probíhají marginální mikrotubuly, 
které udržují primárně vřetenovitý tvar destičky. Na povrchu destiček je asi 15 – 50 nm silná 
vrstva glykosaminoglykanů a glykoproteinů podílející se na adhezi destiček, což je jejich 
nejvýznamnější vlastnost. Jejich důležité vlastnosti jsou adhezivita (přilnavost) a agregace. 
Hlavní roli hrají při hemostáze (zástavě krvácení) [5], [6], [7]. 
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2 Morfologie bakterií 
2.1 Specifika bakteriální buňky 
Podle základní buněčné struktury a organizace rozeznáváme dva typy buněk: 
prokaryotické a eukaryotické. Do prokaryot řadíme pouze říši Procaryotae, ostatní mají 
buňku eukaryotickou [10]. 
Prokaryotická buňka se liší od eukaryotických v následujících vlastnostech: 
Jádro prokaryotické buňky (nukleoid), není ohraničeno oproti cytoplazmě jadernou 
membránou a nedělí se mitoticky. Je složenou pouze z DNA, která zároveň představuje 
chromozóm prokaryotické buňky. Ostatní organely též nejsou ohraničeny membránovým 
systémem, který je typický pro eukaryotické buňky. 
Ribozomy prokaryot jsou volně rozptýleny v cytoplazmě a jejich sedimentační konstanta je 
70 S. V eukaryotické buňce jsou buď volné, nebo lokalizovány na endoplazmatickém retikulu 
a jejich sedimentační konstanta je 80 S. 
Prokaryotické buňky jsou obaleny buněčnou blánou (stěnou), ta se však svým složením a 
strukturou liší od buněčné stěny rostlinných buněk. Její hlavní a základní složkou je 
peptidoglykan [10]. 
Bakterie se rozmnožují dvěma způsoby – dělením, zejména příčným a pučením [10]. 
2.2 Velikost a základní tvary bakterií 
Přestože jsou bakterie po fyziologické stránce velmi rozmanité, po stránce 
morfologické nejsou mezi jednotlivými rody velké rozdíly [11]. Bakteriální buňka je řádově 
menší než buňka rostlinná či živočišná a je srovnatelná s velikostí mitochondrie, pohybujeme 
se v jednotkách μm [11]. 
Existují však i některé druhy, které mají značně větší rozměry, např. spirochety, jejich 
tloušťka je 0,20 – 0,75 μm a délka 5 – 500 μm. Velikost buněk kolísá podle rodů a někdy také 
podle druhů. Závisí také na stáří kultury a kultivačních podmínkách. Mladé buňky jsou 
obecně větší a silnější, naopak staré jsou menší [10]. 
Tvar buněk bakterií je nejčastěji tyčinkovitý, méně často kulovitý [11]. Vyskytují se 
však i bakterie se složitějším tvarem: například Caulobacter tvoří stopku [12] a vláknitý tvar 
nalezneme u poměrně rozsáhlé skupiny půdních bakterií řádu Actinomycetales [11]. Typická 
bakterie je tyčinka o průměru 1 μm a délce 2 μm [12]. 
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Základními tvary bakteriálních buněk jsou: 
Kulovité bakterie – koky 
Bývají různě seskupeny do složitějších struktur, jako jsou diplokoky (dvojice), 
streptokoky (řetízky), tetrakoky (čtveřice), stafylokoky (hrozníčky), krychlovitá seskupení 
(balíčky) a další (Obrázek 2.1) [10]. 
Tyčinkovité bakterie 
Obvykle označovány jako tyčky nebo tyčinky. Jsou buď rovné – diplobakterie 
(dvojice bakterií), streptobakterie (řetízky bakterií), zakřivené – vibria (lehce rohlíkovitě 
zakřivené tyčky), spirily (lehce zvlněné tyčky), (Obrázek 2.1), spirochéty (tyčky 
šroubovicovitého tvaru) nebo tvoří palisádová seskupení [10]. Jednotlivé druhy se od sebe liší 
poměrem délky k šířce buňky, takže se vyskytují jak krátké tyčky podobné kokům, tak druhy 
tvořící dlouhé tyčinky připomínající spíše krátká vlákna [11]. 
Vláknité bakterie 
Bakteriální buňky ve tvaru dlouhých tenkých vláken [10]. Patří sem například bakterie 
řádu Actinomycetales. Rozmnožují se dělením buněk ve vláknech – rozrůstáním vlákna, ale 
také tvorbou spor, vznikajících podél vláken nebo na jejich koncích. U některých rodů se tvoří 
spory uvnitř buněk – endospory [11]. 
Větvící se bakteriální buňky 
Některé bakteriální buňky se větví buď úplně (Streptomyces) nebo projevují náznaky 
větvení (mykobakterie, korynebakterie). Úplně větvící se buňky vytvářejí mycélium [10]. 
 
 
 
Obrázek 2.1 Tři základní tvary bakterií, převzato z [13] 
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2.3 Vnitřní uspořádání bakteriální buňky 
O vnitřním uspořádání bakteriální buňky nás informoval až elektronový mikroskop. 
Pozorování metodami ultratenkého řezu a trhání preparátu ukázala, že bakteriální buňka se od 
rostlinné nebo živočišné liší. Její vnitřní uspořádání je jednodušší. Kromě rozpustné 
cytoplazmy má pouze čtyři zcela nepostradatelné a vždy přítomné struktury – jádro, 
ribozomy, cytoplazmatickou membránu a buněčnou stěnu (Obrázek 2.2). Je tvořena jediným, 
membránami dále neděleným, prostorem (rostlinná buňka má takovýchto prostorů šest). 
Prokaryotická buňka se pohybuje na strukturně organizační úrovni jako například 
mitochondrie nebo chloroplasty, tedy o řád níže než buňky eukaryotické [12]. 
Bakteriální buňka se skládá z následujících struktur a organel 
Struktury a organely vyskytující se obecně u všech typu bakteriálních buněk: 
Nukleoid – bakteriální jádro – chromozom  
Cytoplazma 
Ribozomy 
Cytoplazmatická membrána 
Buněčná stěna 
Plazmidy 
Struktury a organely vyskytující se jen u některých druhů bakterií: 
Pouzdro – kapsula 
Bičíky – jen u pohyblivých bakterií 
Fimbrie – pilusy 
Inkluze 
Mesozómy 
Chromatofory a chlorobiové váčky 
Endospory 
Nukleoid, cytoplazma, ribozomy, inkluze a endospory tvoří vnitřní strukturu buňky, zbývající 
tvoří struktury povrchové [10].  
Popíšeme si jen ty struktury, jež se nacházejí ve všech bakteriálních buňkách. 
 
27 
 
 
Obrázek 2.2  Schéma bakteriální buňky, převzato z [10] 
 
Nukleoid, jak bylo již popsáno výše, není od cytoplazmy oddělen membránou a nedělí 
se mitoticky. Tvoří asi 10 – 20 % objemu buňky a je tvořen jednou molekulou DNA 
(deoxyribonukleové kyseliny), která tvoří uzavřený chromozom poskládaný do smyček. 
Například nejlépe prozkoumaná bakterie Escherichia coli má chromozom dlouhý 1,1 – 1,4 
mm ve více než 50 smyčkách tvořících malé klubko, přitom délka buňky samotné je 1 – 2 μm. 
RNA (kyselina ribonukleová) poutá smyčky do struktur vyššího řádu [10], [11], [12].  
Elektronopticky se jeví jako světlejší oblast uprostřed cytoplazmy. Světlejší proto, že je 
propustnější pro elektrony, a to proto, že obsahuje méně hmoty, neboť to byla oblast in vivo 
silně hydratovaná a voda byla při přípravě vzorku k mikroskopování odstraněna [12]. 
Cytoplazma se sama o sobě v mikroskopu výrazně neprojevuje, zkoumáme spíše 
struktury v ní uložené, jako například ribozomy. Bakteriální ribozom je asymetrický 
supramolekulární komplex složený ze tří molekul RNA a 54 molekul bílkovin. Snadno 
reverzibilně disociují na dvě stejně velké podjednotky (30 S a 50 S). Celková sedimentační 
konstanta je 70 S. Ribozomy se v buňce vyskytují v různých formách; jako volné podjednotky 
30 S či 50 S, jako 70 S ribozomy nebo shluky 70 S ribozomů pospojovány navzájem vláknem 
mRNA (mediátorová kyselina ribonukleová), které právě překládají. Průměrná molekulová 
hmotnost ribozomu je kolem 2,7·106. Podjednotka 30 S má zhruba tvar rotačního elipsoidu o 
velikosti 5,5 × 5,5 × 22 nm, objem 350 nm3 a relativní molekulovou hmotnost 0,90·106. 
Podjednotka 50 S má také tvar rotačního elipsoidu o velikosti asi 23 × 23 × 11,5 nm a objemu 
3 200 nm
3. Její relativní molekulová hmotnost je 1,55·106. Konečně 70 S ribozom má opět 
elipsoidní tvar o velikosti 13,5 x 20 x 40 nm, objemu 6 200 nm3 a relativní molekulové 
hmotnosti 2,65·106 [10], [11], [12].  
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Cytoplazma dále obsahuje Plazmidy. Je to DNA ve formě malých, do kruhu 
uzavřených dvouřetězcových molekul asi stokrát menších než je chromozóm (DNA v jádře). 
Počet kopií jednoho plazmidu v buňce se pohybuje od 1 do 100 a více, čím je však plazmid 
větší, tím míň kopií v buňce je. Relativní molekulová hmotnost plazmidů se pohybuje od 
5·106 do 1·108, je v nich tedy obsaženo jen asi 1 % celkové genetické informace buňky. Navíc 
geny, které obsahují plazmidy, nejsou pro život buňky nezbytné, ale udělují buňce 
fyziologické vlastnosti navíc [12]. 
Vnitřní prostor buňky je ohraničen cytoplazmatickou membránou. Je to velmi jemná 
a tenká membrána (tlustá asi 8 nm), stavebně i funkčně asymetrická a v zásadě se neliší od 
membrán vyskytujících se v buňkách eukaryotických. Můžeme ji spatřit pouze 
v elektronovém mikroskopu. Je složená z fosfolipidové dvojvrstvy (uvnitř hydrofobní, zevně 
polární) a v ní jsou ponořeny a hydrofobní silou poutány molekuly bílkovin. U většiny 
bakterií je cytoplazmatická membrána po celém povrchu hladká a napjatá. Některé bakterie se 
však vyznačují vchlípeninami membrány různé velikosti a členění. Jeden druh vchlípení je 
tzv. mesozom. Jsou to malé měchýřky stáčející se v klubko trubiček nebo váčků. Existují také 
názory, že tyto útvary jsou pouze artefakty vzniklé při přípravě ultratenkých řezů pro  
elektronovou mikroskopii [10], [11], [12]. 
Nad cytoplazmatickou membránou se nachází buněčná stěna. Je pevná a neohebná 
jako jediná struktura v celé bakteriální buňce. Hraje roli buněčného skeletu, uděluje buňce 
pevný tvar a chrání ji mechanicky před vnějším prostředím. Chceme-li bakteriální buňku 
mechanicky rozbít, je zapotřebí poměrně brutálního a dlouhodobého působení.  
Buněčná stěna je dvojího konstrukčního typu – grampozitivní a gramnegativní. Buněčná stěna 
grampozitivních bakterií je poměrně silná (asi 15 – 20 nm) a vyznačuje se nízkým obsahem 
lipidů (0 – 2 %). Stěna gramnegativních bakterií je tenčí (asi 10 nm) a je pro ni typický 
vysoký obsah lipidů [10], [11], [12]. 
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3 Optická mikroskopie v blízkém poli (SNOM) 
Objev mikroskopie blízkého pole se datuje do první poloviny 20. Století, značný 
rozvoj pak do poloviny druhé. Představuje první průlom omezenosti pozorování objektů 
Abbeho podmínkou či Rayleighovým kritériem [3], [14].  
V klasické mikroskopii jsou zobrazovány objekty v dalekém poli. Zobrazování 
s nejvyšším možným rozlišením výrazně závisí na optických parametrech, tedy i na velikosti 
kruhové apertury mikroskopu. Vysokého rozlišení dosahujeme tehdy, pokud se zdroj záření 
co nejvíce podobá bodovému zdroji. Cílem tedy je co nejvíce zmenšit kruhovou aperturu pro 
světelný svazek a tak dosáhnout co nejlokálnějšího osvícení zkoumaného objektu. Se 
zmenšováním velikosti apertury se ale silně začíná uplatňovat vlnová podstata světla. Řešení 
tohoto problému umožňuje právě mikroskopie blízkého pole [15].  
Myšlenka je prostá; přivést světelný svazek o dané vlnové délce λ co nejblíže 
k povrchu studovaného objektu, do vzdálenosti d tak, aby platilo d << λ. Dále je nutné svazek 
dostatečně zúžit tak, aby velikost výstupní apertury α, daná průměrem, byla menší než vlnová 
délka λ procházejícího záření, tedy α < λ, pak se blížíme téměř bodovému zdroji světelného 
záření [15]. Princip SNOM vidíme na následujícím obrázku (Obrázek 3.1). 
 
 
Obrázek 3.1 a) Principiální schéma mikroskopie blízkého pole [15] b) SNOM ÚFYZ-
FEKT-VUT 
3.2 Rozlišovací schopnost 
Důležitým parametrem každého optického přístroje je rozlišovací schopnost.  Ta je 
dána tím, jak přístroj dokáže rozlišit dva blízké bodové objekty. Je ovlivněna vlnovou délkou 
dopadajícího záření, zobrazovacími vadami optických prvků, ale i prostředím, ve kterém 
k zobrazení dochází aj. [14]. 
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3.2.1 Rayleighovo kritérium 
Na konci 19. Století Ernst Abbe demonstroval, že rozlišovací schopnost libovolného 
zobrazovacího systému je omezena vlnovou povahou světla. Optické přístroje, např. oko, 
mikroskop a teleskop mají obvykle kruhovou výstupní aperturu. Bodový zdroj promítnutý 
přes tuto aperturu je částečně deformován vlivem difrakce a vytváří obrazce – centrální 
kruhové maximum a řadu kruhových sekundárních maxim (světlých a tmavých mezikruží), ta 
jsou ale mnohem slabší než maximum centrální [3], [14], [16]. Analýza těchto obrazců je 
složitá. Ukazuje se však, že první minimum difrakčního obrazce na kruhovém otvoru o 
průměru d nastává, když [16]: 
          
 
 
 (1) 
 
Obrazy vytvořené čočkou jsou difrakčními obrazci, což je důležité ve chvíli, chceme-li 
rozlišit dva vzdálené bodové objekty, jejichž úhlová vzdálenost je malá [16].  
 
Obrázek 3.2 Demonstrace rozlišovací schopnosti – převzato z [16] 
– nahoře jsou 2D snímky dvou zdrojů vytvořené spojnou čočkou, dole pak odpovídající 3D 
rozložení intenzity. V (a) je úhlová vzdálenost zdrojů tak malá, že je nelze rozlišit. Brání tomu 
difrakce. Difrakční obrazce objektů se totiž překrývají do té míry, že nelze rozeznat, zda se jedná o 
jeden nebo dva objekty. V (b) je lze rozlišit jen částečně a v (c) jsou již zřetelně rozlišitelné. 
Rayleighovo kritérium je splněno již v (b), kdy centrální maximum jednoho difrakčního obrazce 
koinciduje s prvním minimem druhého [16]. 
 
Obrázek 3.2 b) nám ukazuje situaci, kdy je úhlová vzdálenost těchto dvou zdrojů 
taková, že centrální maximum difrakčního obrazce jednoho zdroje je v místě prvního 
minima difrakčního obrazce druhého zdroje. Tato podmínka se nazývá Rayleighovo 
kritérium. Z rovnice (1) vyplývá, že dva objekty, které jsou podle tohoto kritéria právě 
rozlišeny, musejí mít úhlovou vzdálenost    danou výrazem 
 
          
     
 
 (2) 
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Jelikož jde o malé úhly, mžeme       nahradit úhlem    vyjádřeným v radiánech a 
dostáváme tak známý vztah Rayleighova kritéria: 
    
     
 
  (3) 
 
Rayleighovo kritérium rozlišení je však jen pouhou aproximací, neboť rozlišení 
obecně závisí na mnoha faktorech, např. na poměru jasu zdrojů a jejich okolí, na turbulenci 
vzduchu mezi zdroji a pozorovatelem a na kvalitě pozorovatelova zraku. Při výpočtech však 
považujeme rovnici (3) za přesné kritérium. Je-li úhlová vzdálenost   zdrojů větší než   , 
rozlišíme oba zdroje od sebe, je-li menší, nemůžeme je rozlišit. Pokud chceme k rozlišení 
objektů úhlově od sebe málo vzdálených použít čočky, je žádoucí, aby difrakční obrazec byl 
co nejmenší. Podle rovnice (3) toho lze dosáhnout jednak zvětšením čočky, jednak použitím 
světla s menší vlnovou délkou [16]. 
Z tohoto důvodu se v mikroskopii často používá ultrafialového světla. Má kratší 
vlnovou délku, což umožňuje pozorovat jemnější detaily, než by bylo možné pozorovat týmž 
mikroskopem za použití viditelného světla [16]. 
3.2.2 Řešení pro dosažení vyšší rozlišovací schopnosti 
Základní myšlenka dosažení vyšší rozlišovací schopnosti u optických mikroskopů tkví 
v detekci odražených nebo prošlých světelných vln ve vzdálenosti několika nanometrů od 
povrchu předmětu – v tzv. oblasti blízkého pole [3]. 
Blízké pole je směs šířících se a nešířících se složek, které není možno fyzicky oddělit. 
Ve skutečnosti složky nešířícího se (nezářivého) pole existují, protože existují složky šířícího 
se (zářivého) pole, a obráceně. Tato jejich neoddělitelnost se vyjadřuje různými způsoby. 
Jedno pragmatické a přímé vysvětlení by mohlo vycházet z faktu, že nezářivé členy vyjadřují 
oscilační energii v těsné blízkosti povrchu. Protože fotony podobně jako elektrony nemohou 
být uchovávány, musí tato energie unikat z povrchu, což vede ke vzniku šířícího se pole. 
Důsledkem je, že vhodným narušením nezářivých složek můžeme modifikovat vzdálená pole 
[3].  
Detekce blízkého pole probíhá následovně: 
Světelný zdroj osvětluje předmět, který je tvořený souborem diskrétních složek 
emitujících světlo. Vlny, odpovídající odraženému svazku, se skládají z evanescentních vln 
(viz kapitola 3.4) vázaných na povrch předmětu a z šířících se vln. Pokud je periodická 
struktura předmětu menší než vlnová délka, nebude odražené světlo ve velké vzdálenosti od 
předmětu obsahovat žádnou informaci o jeho jemné struktuře, protože se vysoké frekvence 
šíří pod velkými úhly [3]. 
K detekci o subvlnových detailech předmětu je nutné vložit malé rozptylové centrum – 
nanokolektor co nejblíže povrchu předmětu. Blízké pole, jež je vázané na povrch předmětu, 
excituje rozptylové centrum, které naruší nešířící se složky a tím reemituje světlo. 
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Reemitované světlo se opět skládá z nešířících se evanescentních nedetekovatelných vln i 
šířících se vln, které mohou obě směřovat ke vzdálenému detektoru [3]. 
3.3 Princip 
Skenovací optická tunelovací mikroskopie s lokální sondou submikronových rozměrů 
využívá slabé interakce mezi zkoumaným předmětem a sondou, tzv. tunelového jevu 
(optické tunelování), který řídí přechod částic, jako jsou elektrony či fotony do zakázaných 
oblastí a nad limitované vzdálenosti [3]. Tedy zmenšením otvoru (pod velikost λ) vytváříme 
pro procházející vlny bariéru [1]. Proces je spojen s kvantovou povahou de Broglieových vln, 
které tyto částice doprovázejí. Je také nezbytné brát v úvahu fakt, že mnohé základní 
koncepce se v nanometrické oblasti radikálně mění. Teplotní přechody, střihové síly, vodivost 
a další veličiny musejí nyní splňovat ne zákony integrální – společné, ale diferenciální – 
lokální [3]. 
Typická struktura nešířícího se pole je: 
                                                      (4) 
 
kde A je amplituda pole v bodě        ,                  je člen vlnoplochy šířící se 
v rovině   ,          představuje pokles pole ve směru osy   a          vyjadřuje časovou 
závislost pole. Koeficient   závisí na vlastnostech a prostorové struktuře materiálů a je 
nepřímo úměrný rozměrům detailů.   
Fyzicky se pole šíří ve směru roviny   , klesá ve směru osy   a kmitá s frekvencí 
použitého světla. Světelný svazek se tedy nemůže šířit a je omezen pouze na prostor v těsné 
blízkosti povrchu předmětu [3]. 
 
Pro srovnání si ukažme analogii vlastností elektronů a fotonů v oblasti blízkého pole. 
Elektron Foton 
Energie            
hybnost        vlnový vektor          
hmotnost        
vlnová funkce             elektrické pole             
Vlnová rovnice Schrödingerova: Helmholtzova: 
                      
     
+ hraniční podmínky + hraniční podmínky 
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Řešení:  
                                    
Podmínky šíření:  
Parametry spojené s prostorovým chováním vlny jsou hybnost p a vlnový vektor k 
                                        
                 
             
           
      
jestliže  
             
                   
     
pak    je reálné    je reálné 
a elektrony i fotony se šíří jako homogenní vlny. 
Jestliže však  
             
                   
     
pak    je imaginární    je imaginární 
a vlnová funkce bude mít tvar  
                                  
 
Což je klesající funkce, která se nazývá evanescentní vlnou. Detekcí této vlny můžeme získat 
informace o jemných detailech předmětu, převzato z [3]. 
3.4 Difrakce a evanescentní vlny 
Evanescentní vlny, vznikající při úplném vnitřním odrazu světla na rozhraní dvou 
prostředí o různých indexech lomu, jsou charakterizovány vlnovým vektorem  , který 
obsahuje čistě imaginární složku kz. V tomto případě mohou být tečné složky vlnového 
vektoru reálné a větší než ω/c a vedou k lepšímu rozlišení, než umožňuje Rayleighovo 
kritérium (viz 3.2.1). Chceme-li měřit vliv jemných detailů předmětu na chování evanescentní 
vlny, musíme brát v úvahu difrakci světla [3]. 
Uvažujme rovinnou monochromatickou vlnu, která osvětluje rovinné stínítko 
s otvorem o proměnném průměru (Obrázek 3.3). Když je otvor dosti velký, velká část světla 
jím projde bez odchýlení a pouze malá část se v důsledku difrakce na okrajích otvoru odchýlí 
o úhel θ od původního směru dopadající světelné vlny. Čím bude průměr otvoru menší, tím 
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bude větší úhel θ a poroste tečná složka vlnového vektoru. Dosáhne-li otvor průměru 
ekvivalentního Rayleighovu kritériu, bude θ → 90° a světlo po výstupu z otvoru bude 
difraktováno do celého prostoru. Pokud se však rozměry otvoru zmenšují, světlo nemůže být 
difraktováno do většího úhlu než je 90°, ale tečná složka vlnového vektoru může růst za 
hodnotu k = ω/c, čímž dochází ke vzniku evanescentních vln [3].  
 
 Pro otvor nekonečně malých rozměrů bude tečná složka vlnového vektoru nekonečně 
velká a evanescentní vlna bude charakterizována exponenciálním poklesem v příčném směru, 
mnohem rychlejším než v případě úplného vnitřního odrazu. Evanescentní vlny mají mnohem 
menší penetrační hloubku než kulové Fresnelovy vlny a k jejich detekci je nutné použít 
sondu, která se může téměř dotknout povrchu předmětu. Na principu těchto vln je založena 
tunelová optická mikroskopie – STOM [3]. 
Evanescentní vlny mohou být transformovány, podle principu inverznosti světla, do šířících 
se vln jen pomocí difrakce na druhém předmětu, jehož rozměry jsou menší, než rozměr otvoru 
– např. pomocí velmi špičaté sondy. Pokud předmět o nanometrických rozměrech může 
pomocí difrakce transformovat šířící se vlnu na vlnu evanescentní, může také reverzně 
transformovat nehomogenní evanescentní vlnu difrakcí na homogenní šířící se vlnu. Signál, 
který je výsledkem této dvojí difrakce, je z větší části tvořen homogenními vlnami, nesoucími 
informaci o tom, které se vlny mohou šířit ve vzduchu i v jiném dielektriku až k detektoru. 
Z menší části jsou pak tvořeny nehomogenními nešířícími se vlnami. Amplituda těchto vln 
 
Obrázek 3.3 Průchod rovinné vlny otvorem o proměnné velikosti – vznik evanescentních vln [3] 
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exponenciálně klesá se vzdáleností od zkoumaného povrchu a informace, které obsahují, 
nemohou být detekovány ve vzdáleném poli. Informace o jemných detailech povrchu 
předmětu musí být tedy snímány v těsné blízkosti předmětu [3]. 
Detektor musí splňovat dva základní požadavky; musí být umístěn co nejblíže 
předmětu a musí být schopen transformovat nezářivá pole na vhodný elektrický signál. 
Vzdálenost hrotu sondy od vzorku dokážeme detekovat použitím přiměřeného 
piezoelektrického manipulátoru, tzv. mechanické vidličky. Vidličky využíváme kvůli 
piezoelektrickým vlastnostem krystalu křemene, který je schopen vytvářet elektrické pole při 
svém mechanickém namáhání. Dále je zde využívána zpětná vazba typu shear-force – 
vyhodnocuje amplitudy příčných vibrací hrotu sondy na rezonanční frekvenci sondy 
v blízkosti povrchu vzorku. Metoda je však méně citlivá na nerovnosti povrchu, a proto se 
snažíme o získání co nejrovnějšího povrchu zkoumaného vzorku. Pomocí mechanické 
vidličky a zpětnovazebné smyčky se dosahuje velmi vysokých citlivostí (řádově 
pikonewtony) [1] [3].  
Druhou podmínku lze splnit, jestliže je velmi malá fotodioda vložena do blízkého pole 
a transformuje nezářivé složky pole na zářivé. K tomu dochází buď pomocí fluorescence, 
vložením nebo malého rozptylového centra (rastrujícího hrotu sondy). Vhodnou transformací 
evanescentních polí na šířící se pole je možné překonat hranici difrakce a získat obrazy se 
superrozlišením, tedy s detaily, jejichž rozměry nebo vzájemné vzdálenosti jsou < λ/2 [3].  
Rozlišovací schopnost optického mikroskopu v blízkém poli nezávisí na vlnové 
délce použitého záření, ale pouze na velikosti apexu sondy (vstupní apertury) a na jeho 
vzdálenosti od povrchu vzorku. Pohybuje se v rozmezí 30 – 100 nm. SNOM může pracovat 
buď s osvětlením s vnějším odrazem, kde je sonda současně vysílačem i přijímačem nebo při 
vnějším šikmém osvětlení předmětu. Umožňuje analýzu všech typů předmětů, transparentních 
i netransparentních. Výhodou je, že toto osvětlení je izotropní [3]. 
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4 Transmisní elektronová mikroskopie (TEM) 
Transmisní elektronová mikroskopie byla vynalezena Maxem Knollem a Ernstem 
Ruskou v Berlíně v letech 1931 – 1934. Elektronová mikroskopie nastupuje tam, kde končí 
rozlišovací schopnost světelného mikroskopu. Světlo je nahrazeno proudem elektronů 
emitovaných ve vakuu a skleněné čočky jsou nahrazeny magnetickými [17]. 
První Ruskův mikroskop měl tři magnetické čočky, zvětšení 12 000× a při 
urychlovacím napětí 75 kV rozlišovací schopnost 50 nm. První komerční přístroje se vyráběly 
již od roku 1936. Neustálý vývoj přinesl zlepšování kvality magnetických čoček, stability 
zdrojů vysokého napětí a dalších obvodů. Byly vypracovány teorie aberací čoček a způsoby 
jejich korekce, což umožnilo zvyšování rozlišovací schopnosti mikroskopů. Elektronová 
mikroskopie se stala důležitou experimentální technikou v nejrůznějších laboratořích. Její 
významnost můžeme usuzovat i z faktu, že za ni byla v roce 1989 Ernstu Ruskovi udělena 
Nobelova cena za fyziku [17], [18]. 
V transmisním elektronovém mikroskopu získáváme obraz nebo difrakční obrazec 
tenkého vzorku, který je prozařován rychlými elektrony. Je-li mikroskop vybaven 
spektrometry RTG záření nebo ztrát energie elektronů, je možné provádět i lokální 
kvantitativní chemickou analýzu všech prvků kromě vodíku a helia s prostorovým rozlišením 
kolem 1 nm a citlivostí blížící se detekci několika atomů [17]. 
4.1 Transmisní elektronový mikroskop 
Transmisní (prozařovací) elektronový mikroskop (TEM – transmission electron 
microscope) pracuje v případě materiálového výzkumu s urychlovacím napětím                  
100 – 400 kV. Byla používána i vyšší urychlovací napětí, až 3 MV, ale takových mikroskopů 
není ve světě mnoho. S nedávno vyvinutými korektory sférické vady magnetických čoček 
roste spíše zájem o mikroskopy s urychlovacím napětím pod 100 kV, jelikož při nižší energii 
dopadajících elektronů dochází k menšímu radiačnímu poškození citlivých vzorků [17]. 
Mikroskop se skládá z vakuového systému, řídící elektroniky, napájecí skříně a 
vysokonapěťového tanku. V tubusu mikroskopu je elektronová tryska, akcelerátor, dvě až tři 
magnetické čočky, které tvoří kondenzor, objektiv, dále jedna nebo dvě mezičočky, několik 
projekčních čoček – projektivů a komora umožňující pozorování a registraci obrazu nebo 
difrakčních obrazců. Uvnitř tubusu se nachází vakuum 10-3 až 10-5 Pa, v závislosti na typu 
elektronové trysky. Kolem elektronové trysky a vzorku, vkládaného doprostřed tubusu mezi 
pólové nástavce objektivu, je nutné vyšší a čistší vakuum [17]. 
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4.2 Interakce elektronů se vzorkem 
V TEM je vzorek ve formě tenké fólie ozařován elektrony o energii řádově stovek 
keV. Vysokoenergetické elektrony jsou na atomech vzorku rozptylovány do různých směrů, 
ale především do směru rovnoběžného se směrem dopadajícího svazku – dopředný rozptyl. 
V důsledku tohoto rozptylu vznikají mnohé signály, které využíváme při pozorování, difrakci 
a určování chemického složení vzorku (Obrázek 4.1) [17].  
 
Obrázek 4.1 Signály vznikající v TEM [17] 
 
Dopadající elektrony uvnitř vzorku podstupují pružné (se zanedbatelnou výměnou 
kinetické energie) a nepružné (elektronová excitace) interakce [17]. 
Při pružném rozptylu elektrony Coulombovsky interagují s elektrostatickým 
potenciálem jader atomů, která jsou částečně stíněna elektronovým obalem. Současně dochází 
ke změně hybnosti a energie jak elektronů, tak i atomů. Hmotnost elektronu me je oproti 
hmotnosti atomu mat malá, a proto při změně směru pohybu elektronu o úhel θ, je relativní 
změna energie 
Tento nerelativistický vztah získáme z rovnice zachování hybnosti a kinetické energie 
za využití vzorce 
             
 
 
   (6) 
Pravděpodobnost rozptylu do větších úhlů, řádově θ ~ 10 mrad, je velmi malá. Při 
malých úhlech rozptylu je relativní změna energie zanedbatelná a nezpůsobuje proto ztrátu 
koherence. Pro větší úhly rozptylu, θ  < 30 mrad, je už elastický rozptyl nekoherentní [17]. 
Pokud je úhel rozptylu větší, dochází ke zpětnému odrazu dopadajících elektronů a přenos 
energie je velký. Při nepružném rozptylu je energie dopadajících elektronů předávána 
 
  
 
  
  
   
    
 
 
   (5) 
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vnitřním stupňům volnosti atomů. Přenos energie tak může způsobit excitaci vázaných 
elektronů, volných jednotlivých i kolektivních elektronů nebo vibrace krystalové mříže (u  
pevných materiálů). Celkový efekt může vést ke zvýšení teploty vzorku či jeho radiačnímu 
poškození (pro biologické vzorky viz 4.5.1) [17]. 
4.3 Vznik obrazu v TEM 
Kvůli interakci dopadajícího elektronového svazku se vzorkem dochází 
k nerovnoměrnému rozložení intenzity elektronů na jeho spodním povrchu, což většinou 
neumožňuje dosažení dostatečného kontrastu. Abychom získali využitelný obraz, je třeba 
některé z těchto elektronů odstranit pomocí objektivové clony. Z toho plyne, že kontrast 
nevzniká sám od sebe, ale je vytvářen činností operátora mikroskopu v závislosti na způsobu 
naklopení krystalu, konvergenci dopadajícího svazku, tloušťce fólie, centrování mikroskopu, 
umístění a velikosti clon apod. (Obrázek 4.2). Pro využití všech možností zobrazení v TEM je 
potřeba znát dobře všechny detaily, na kterých kontrast závisí [17]. 
 
 
Obrázek 4.2 Paprskový diagram v obrazovém módu [17] 
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V transmisní mikroskopii využíváme tři základní typy kontrastu – amplitudový (rozptylový a 
difrakční kontrast), fázový (interferenční kontrast) a kontrast intenzity (Z-kontrast). 
Při zobrazování pomocí amplitudových kontrastů používáme malou objektivovou 
clonu, jež vymezuje pouze jeden svazek elektronů – přímý nebo difraktovaný k získání 
obrazů ve světlém nebo tmavém poli. 
Při fázovém kontrastu, který má atomové rozlišení, používáme velkou objektivovou 
clonu, kterou prochází více svazků. 
Zobrazení pomocí Z-kontrastu je možné jen v transmisním mikroskopu vybaveném 
systémem rastrování úzkého svazku nebo v rastrovacím transmisním elektronovém 
mikroskopu – STEM. Z-kontrast využívá nekoherentně rozptýlené elektrony pod velkými 
úhly, u kterých nemá smysl uvažovat o fázovém posuvu vlny ani o skládání amplitud kvůli 
interferenci. Namísto toho sčítáme intenzity elektronových vln rozptýlených na jednotlivých 
atomech [17]. 
4.3.1 Kontrast 
Kontrast je definován vztahem [17]: 
 
   
     
  
 
  
  
   (7) 
 
kde       je rozdíl mezi intenzitami dvou sousedních částí obrazu. Lidské oko je schopno 
rozlišit pouze změny intenzity 5 – 10 %. Pokud kontrast nepřesáhne tuto hodnotu, nevidíme 
nic na fluorescenčním stínítku nebo fotografii. 
 Jestliže je však obraz zdigitalizován, můžeme zesílit i velmi slabý kontrast, tak aby 
byl viditelný. Obecně můžeme říci, že kontrast je vyšší v případě nízké průměrné intenzity 
osvětlení a proto je vhodné snímky exponovat s roztaženým svazkem nízké intenzity [17]. 
Uvedeme si jen nejzákladnější typ kontrastu, což je rozptylový kontrast. 
Rozptylový kontrast je nejsnadněji získatelný. Využíváme jej většinou při studiu 
amorfních látek, jako jsou repliky, polymery či biologické preparáty. Vzniká částečnou 
eliminací elasticky rozptýlených elektronů pomocí objektivové clony. Neelasticky rozptýlené 
elektrony většinou touto clonou projdou a přispívají k pozadí obrazu. Při elastickém rozptylu 
dochází k interakci mezi dopadajícími elektrony a elektrostatickým potenciálem jader atomu, 
který odklání původní trajektorii. Proto při stejné tloušťce části vzorku s vyšší hustotou 
rozptylují více elektronů mimo aperturní úhel clony objektivu. Tyto elektrony jsou pak 
zachyceny clonou a na fluorescenčním stínítku pozorujeme změny intenzity (Obrázek 4.3).  
Rozptylový kontrast je možno zvýšit kontrastováním či stínováním pomocí atomů 
s vysokým atomovým číslem, zmenšením průměru objektivové clony nebo snížením energie 
dopadajících elektronů [17]. 
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Obrázek 4.3 Mechanismus vzniku rozptylového kontrastu při zobrazení ve světlém poli [17] 
 
4.4 Mezní parametry elektronové sondy – rozlišovací schopnost 
Z optického hlediska je rozlišovací schopnost určena minimálním dosažitelným 
průměrem elektronového svazku. Rozměry oblasti, v níž je detekovaný signál primárního 
svazku vybuzen, jsou zpravidla větší (vyjma detekce elektronů rozptýlených do větších úhlů u 
sondy s průměrem menším než je meziatomová vzdálenost), závisí na zkoumaném vzorku 
(tenká fólie, řez místo objemového vzorku) i na detekovaném signálu (Augerovy elektrony při 
malém vlivu zpětně odražených elektronů oproti rentgenovému zařízení).  
Pokud požadujeme v prozařovací elektronové mikroskopii jen zobrazení určitého 
intervalu prostorových frekvencí, je problematika rozlišovací schopnosti ještě složitější. 
Minimální průměr svazku je totiž opět zásadně omezen difrakční vadou. Mezní rozlišení 
sondy dosáhneme tedy tehdy, když je vliv ostatních osových vad potlačen tak, že průměr 
svazku je dán vztahem [19]: 
   
    
    
   (8) 
Vliv ostatních vad lze potlačit zmenšováním úhlové apertury Θmax, tedy zvětšováním 
difrakční vady. Pro stanovení optimální hodnoty úhlové apertury existuje Rayleighovo 
čtvrtvlnové kritérium, které určuje závislost rozložení intenzity v ohniskové Gaussově rovině 
na velikosti koeficientu otvorové vady. K fázi vlny na kulové vlnoploše 
   
 
 
   
     
 
   (9) 
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kde A je amplituda dopadající vlny, přibude člen popisující otvorovou vadu a v difrakčním 
integrálu 
 
             
       
   
 
    
       
        
 
   
 
 
  (10) 
budeme mít v exponentu fázi 
      
  
 
 
    
         
 
 
    
     
 
    (11) 
V ohnisku je u = 1 a v = 0 a intenzita je funkcí           
       ,              
         , kde C(x) a S(x,) jsou tzv. Fresnelovy integrály. Pokud do vztahu dosadíme 
přibližné vyjádření Fresnelových integrálů pro malé hodnoty x, získáme 
        
  
  
     (12) 
Jestliže vezmeme v úvahu ještě přípustnou hodnotu pro pokles intenzity v ohnisku 
vlivem otvorové vady Ikr = 0,8, pak dostáváme Rayleighovo čtvrtvlnové kritérium 
                     (13) 
Název kritéria vychází z toho, že hodnotě xkr = 1 odpovídá změna fáze (10) mezi t = 0 
a t = 1 o π/2, dráhový rozdíl je tedy λ/4. Rayleighovo kritérium můžeme zobecnit pro obecný 
průběh fáze Φ (t,υ), pokud je celková změna fáze malá ve srovnání s 2π, jako 
             (14) 
kde ΔΦ je střední kvadratická odchylka fáze 
       
              
  
 
 
 
 
 
              
  
 
 
 
  
  
   (15) 
Zobecněné Rayleighovo kritérium tedy říká: jsou-li koeficienty vad a rozostření 
takové, že pro intenzitu v bodě na ose – pro zaostření do Gaussovy roviny v ohnisku platí 
                     (16) 
Rozložení intenzity v difrakčním obrazci se příliš neliší od Airyho difrakčního obrazce 
a rozlišovací schopnost je dána vztahem (8). Kritéria (16) lze využít i pro stanovení hranic, při 
kterých začnou rozlišení ovlivňovat další vady. Pro chromatickou vadu vypočteme 
    
  
 
 
     
 
     
 
       
  
   (17) 
Odtud a ze vztahu (16) dostaneme maximálně přípustnou hodnotu šířky energie 
svazku, tedy kdy začíná chromatická vada ovlivňovat rozlišení 
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   (18) 
kde d je dáno vztahem (8). Podobně lze vypočíst vliv konečné velikosti zdroje. Pokud je 
průměr Gaussova obrazu zdroje dG, vypočteme pro střední kvadratickou odchylku fáze  
    
  
 
 
       
 
 (19) 
a odtud dostaneme s použitím kritéria (16) hodnotu, při které začíná příspěvek geometrické 
velikosti zdroje ovlivňovat rozlišení 
           (20) 
kde d je opět ze vztahu (8), převzato z [19]. 
 
V technických a fyzikálních aplikacích jsme schopni dosáhnout rozlišovací 
schopnosti 0,3 – 0,2 nm, pro biologické aplikace je to kolem 5 nm, a to pouze při speciálním 
zpracování vzorků. Zvětšení, používaná pro pozorování biologických objektů, jsou v rozmezí 
5 000 – 30 000 x [9]. 
4.5 Problémy spojené s pozorováním biologických vzorků v TEM 
Transmisní elektronová mikroskopie má v biologii a medicíně nezastupitelnou úlohu, 
protože je to jediný přistroj, jež nám umožňuje zobrazit submikroskopickou strukturu buněk, 
nadmolekulárních komplexů, makromolekul i virů, které leží pod rozlišovací schopností 
světelného mikroskopu (0,2 μm) [17]. 
Živé tkáně jsou autonomní chemické systémy a jejich základními stavebními 
jednotkami jsou buňky. Až na některé výjimky (kosti, zuby, nosná pletiva rostlin) jsou 
viskózním, koncentrovaným vodným roztokem bílkovin a dalších organických molekul. Při 
zobrazování elektronovým svazkem šířícím se ve vakuu narážíme na dva hlavní problémy. 
Zaprvé je nutné z pozorovaného objektu odstranit vodu, bez toho bychom byli svědky 
masivního odpařování a poškození vzorku. Zadruhé, organické molekuly jsou vysoce citlivé 
na ozařování elektrony, mohlo by dojít k radiačnímu poškození preparátu. Vzorek však musí 
být dobře průchodný pro elektronový svazek. Optimální tloušťka preparátu je kolem 40 nm, 
maximální 100 nm. Pokud jsou preparáty silnější, je jejich obraz zatížen značnou 
chromatickou vadou a mikroskopem bez energiového filtru jej není možné zaostřit. Například 
malé buňky kolem 5 μm je třeba rozřezat asi na 125 ultratenkých řezů a pak je v mikroskopu 
prohlížet jednotlivě [17]. 
4.5.1 Radiační poškození elektronovým paprskem 
Veškeré organické materiály vystavené účinkům silného ionizujícího záření, tedy i 
rychlému elektronovému svazku, jsou extrémně poškozovány. Bylo vypočítáno, že energie 
disipovaná v preparátu při krátkém ozařování elektrony o energii 100 keV je srovnatelná 
43 
 
s energií v blízkosti epicentra jaderného výbuchu. Radiační poškození je způsobeno různými 
interakcemi dopadajících elektronů s atomy vzorku (viz kapitola 4.2). Při vyšším 
urychlovacím napětí, nad 100 kV, může elektron při elastické interakci se vzorkem předat 
atomům takovou energii, jež způsobí vyražení atomů z rovnovážného stavu. Tato interakce je 
relativně málo pravděpodobná a má na kvalitu obrazu jen malý vliv. 
Mnohem závažnější radiační poškození biologických struktur i jejich zalévacích hmot 
nastává při neelastickém rozptylu dopadajících elektronů na orbitálních elektronech preparátu, 
způsobujícím excitaci a ionizaci atomů nebo molekul. Disipovaná energie je přeměněna 
vibracemi molekul na teplo nebo způsobuje štěpení chemických vazeb, konkrétně uvolnění 
atomů vodíku, a tak vznik volných radikálů, přerušení vazeb v uhlíkových řetězcích či vznik 
molekul o malé molekulové hmotnosti. Přerušení vazeb polymerních řetězců a následné 
sekundární procesy, jako difuze vodíku k jiným molekulám, tvorba dalších radikálů a 
nenasycených vazeb či vznik molekul vodíku nebo zesíťování molekulárních řetězců a reakce 
s radikály, páchají největší škody. Důsledkem nepříznivých reakcí je eroze povrchu vzorku a 
ztráta jeho hmotnosti [17]. 
Radiační poškození nelze odstranit. Někdy je však možné jej redukovat, třeba 
zvýšením urychlovacího napětí na 200 – 300 kV, čímž se dosáhne snížení účinného průřezu, a 
tak pravděpodobnosti neelastických srážek, které nejčastěji toto poškození způsobují. Další 
možnost redukce radiačního poškození je snížení teploty vzorku. Ochlazením vzorku sice 
neodstraníme teplotně nezávislé primární mechanismy poškození, ale můžeme významně 
omezit procesy sekundární. Ochlazením na teplotu kapalného dusíku dosáhneme pěti až 
sedminásobného zvýšení odolnosti vzorku, zmražením a hydratováním vzorku až 
desetinásobného. 
Jelikož je citlivost biologických vzorků na radiační poškození velmi vysoká, byly 
vyvinuty techniky nízkého osvitu, které dávku elektronů dopadajících na vzorek minimalizují 
na              .  
Vyhledávání vhodného objektu pozorování na síťce se provádí při velmi nízké 
intenzitě dopadajících elektronů, pak je vzorek zaostřen mimo oblast zájmu a těsně před 
registrací obrazu se svazek pomocí vychylovacích cívek posune na objekt. Dávku elektronů 
lze snížit také podexponováním snímku a následnou redukcí šumu průměrování velkého 
počtu identických struktur. Metoda je vhodná zvláště pro periodické vzorky [17]. 
4.5.2 Slabý kontrast biologických struktur 
Biologické materiály, které jsou složeny z lehkých biogenních prvků, zalité do 
pryskyřice o podobných rozptylových vlastnostech, jen málo rozptylují dopadající elektrony. 
Amplitudový rozptylový kontrast závisející na lokálních změnách tloušťky nebo hustoty je 
proto minimální. Díky kontrastování pomocí těžkých kovů, jako je uran, osmium, mangan, 
olovo, zlato či wolfram jej můžeme zvýšit. 
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Kontrast je možno zvýšit také snížením urychlovacího napětí, tedy zvýšením účinného 
průřezu elastické interakce elektronů se vzorkem, filtrováním energie rozptýlených elektronů, 
zmenšením objektivové clony, což však nezvyšuje kontrast selektivně nebo zvětšením 
tloušťky řezu, což ale vede ke zhoršení chromatické vady, a tak k neostrosti výsledného 
obrazu [17], [20]. Případně je možné kontrast obrazu zvýšit až po jeho nasnímání v TEM, 
počítačovými algoritmy (Obrázek 4.4) 
 
Obrázek 4.4 Zvýšení kontrastu obrazu různými počítačovými úpravami. 
a) Původní obrázek [27] 
b) Jasová transformace – zvýšení kontrastu 
c) Jasová transformace – zvýšení kontrastu + ztmavení + zesvětlení 
d) Ekvalizace histogramu 
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5 Skenovací elektronová mikroskopie (SEM) 
Skenovací elektronová mikroskopie slouží k pozorování povrchů nejrůznějších 
objektů pomocí primárního svazku elektronů skenujícího určitou plochu preparátu. Energie 
elektronů v primárním svazku je 103 – 105 eV [28]. Obraz je v SEM tvořen pomocí 
odražených nebo sekundárních elektronů (elektrony vyražené z vnějších slupek o energii do 
50 eV [28]). Sekundární elektrony generované primárními elektrony jsou tak zvané pravé 
sekundární elektrony. Nízkoenergetické sekundární elektrony jsou generovány odraženými 
elektrony. Značnou výhodou je velká hloubka ostrosti pořízených snímků. I když jsou snímky 
ve 2D mohou leckdy připadat pozorovateli trojrozměrné. Mezi přednosti SEM patří i vznik 
dalších signálů, při interakci urychlených elektronů se vzorkem v komoře preparátu, 
poskytujících doplňující fyzikální a chemické informace o vlastnostech pozorovaného 
preparátu (viz kapitola 4.2, Obrázek 4.1). Patří mezi ně zejména rentgenové záření, Augerovy 
elektrony (elektrony vyražené z vnitřních slupek [28]) nebo katodoluminiscence. Z jejich 
detekce může být určeno prvkové složení zkoumaného preparátu [20].  
Po stránce konstrukce se SEM od TEM liší zejména v délce tubusu (je poloviční) a to 
z toho důvodu, že v SEM detekujeme pouze signály vznikající v blízkosti zkoumaného 
vzorku. Jsou zde tedy detektory sekundárních a odražených elektronů, elektronika pro zesílení 
a zpracování signálu a pro tvorbu obrazu. Pro podrobnosti o konstrukci SEM i TEM viz 
příloha C. K emitaci elektronů je nejčastěji, stejně jako u TEM, využívána wolframová přímo 
žhavená katoda. Při tomto zdroji elektronů dosahuje mikroskop rozlišovací schopnosti 10 – 
15 nm. Při použití autoemisní trysky lze dosáhnout rozlišení až 5 nm. Rozlišovací schopnost 
SEM obecně závisí na průměru primárního elektronového svazku a tato hodnota je zase 
výrazně ovlivněna průměrem katody. Pro biologické aplikace používáme u SEM urychlovací 
napětí do 25 kV (obecně je volitelné od 1 do 50 kV [28]). Záleží však na daném preparátu a 
požadovaném rozlišení. Platí, že snižování urychlovacího napětí vede sice ke snížení nabíjení 
povrchu vzorku, zvyšuje se však chromatická a sférická vada čoček, jež vede ke snížení 
rozlišovací schopnosti. Přítomné elektromagnetické čočky mají za úkol co nejvíce zmenšit 
průměr svazku elektronů dopadajících na povrch vzorku. Jejich astigmatismus, značně 
ovlivňující výsledný obraz, je korigován stigmátorem (soustava cívek, nejčastěji osmi, 
v poslední čočce objektivu elektronového mikroskopu, vytvářejících slabé magnetické pole). 
U SEM je dosahované zvětšení je 5 – 200 000× [28]. Rastrování (skenování) vzorku je 
výsledkem rozpohybování zkoncentrovaného primárního svazku vychylovacími cívkami před 
dopadem svazku na zkoumaný vzorek [20]. Obraz tedy vzniká bod po bodu, skenováním 
povrchu preparátu [28]. Lze měnit jak počet řádků, tak i rychlost přeběhu paprsku v jednom 
řádku [20]. Jak již bylo řečeno, získání obrazu v SEM je založeno na interakci svazku 
elektronů s povrchem zkoumaného vzorku. Detekovány jsou pak sekundární a odražené 
elektrony. Produkce odražených elektronů závisí na středním atomovém čísle vzorku. Jako 
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světlé oblasti se tedy jeví místa s vyšším středním atomovým číslem (těžší prvky – kovy) a 
jako tmavé oblasti místa s nižším středním atomovým číslem (lehké prvky). Detektor 
sekundárních elektronů je scintilační. Po dopadu elektronů uvolňuje záblesk ve viditelné části 
spektra (550 – 650 nm), jehož intenzita je přímo úměrná energii elektronů vyvolávajících 
scintilaci. Vzniklé světlo je vedeno světlovodem mimo vakuovou komoru a pomocí 
fotonásobičů je převeden na elektrický signál. Záznam obrazu se realizuje ve formě fotografie 
nebo digitálního obrazu. Příprava vzorků je pak principielně stejná jako pro TEM (viz 
Obrázek 7.1). Už jsme řekli, že výsledné zobrazení SEM je dáno urychlovacím napětím. 
Dalším parametrem je pracovní vzdálenost, kdy platí, že s rostoucí vzdáleností roste i hloubka 
ostrosti, korekce astigmatismu, nastavení jasu a kontrastu, velikost clony a v neposlední řadě 
typ preparátu a způsob jeho přípravy [20]. 
5.1 Environmentální skenovací elektronová mikroskopie (ESEM) 
ESEM (Environmental scanning electron microscope) je speciální typ skenovacího 
elektronového mikroskopu, kterým je možné zkoumat vzorky včetně kapalin a olejů v jejich 
přirozeném stavu bez jakékoliv přípravy daného vzorku, která někdy vede ke vzniku artefaktů 
jemných struktur preparátu a je poměrně zdlouhavá. ESEM je tak první přístroj, jež umožňuje 
zobrazit dynamické procesy jako je vysoušení, zvlhčování, absorpce, koroze, tavení, 
odstřeďování, lámání či krystalizace a to při vysokém rozlišení. Pro biologické aplikace to 
znamená, že jsme schopni pozorovat mikroorganismy živé, za podmínek blížících se 
přirozeným. Výhodou je, že pozorované preparáty mohou být nevodivé. Není tedy třeba 
kontrastování sloučeninami těžkých kovů pro odvod energie elektronů a vznikajícího tepla, 
což je požadováno ve vysoko-vakuovém  SEM. ESEM pracuje v režimu nízkého vakua. To, 
že mikroskop umožňuje zkoumání vlhkých vzorků je zajištěno jeho konstrukcí. Obsahuje 
třístupňový vakuový systém s diferenciální komůrkou, která je odčerpávána rotační vývěvou. 
Tlak v komůrce vzorku (až 1500 Pa) je udržován právě touto vývěvou a připouštěcím 
ventilem. Diferenciální komůrka je od tubusu oddělena aperturní clonkou a od komory vzorku 
speciálním krystalem (je současně clonou, scintilátorem i ionizačním detektorem) [9].  
Princip snímání je obecně stejný jako u SEM. Úzce fokusovaný svazek elektronů 
skenuje vzorek bod po bodu. Interakce primárního svazku se vzorkem jsou snímány pomocí 
detektorů a jejich výstup je elektronicky modulován a zobrazen na monitoru. Detektory 
elektronů v ESEM nejsou citlivé na teplo ani světlo, takže lze pozorovat například rozžhavené 
kovy nebo luminiscenční materiály. Proti SEM jsou v ESEM detektory sekundárních 
elektronů vylepšené a redukují složky odražených elektronů tvořených ve zkoumaném vzorku 
a šum vytvořený primárním svazkem elektronů. Uvolněné elektrony vyvolávají v detektoru 
ionizaci přítomného plynu (vodní pára), která zvyšuje účinnost detekce. Ionizovaný plyn také 
navíc potlačuje nabíjení zkoumaného preparátu vznikajícími kladnými ionty. Rozlišovací 
schopnost mikroskopu se pohybuje kolem 10 nm [9], [28]. 
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6 Transformace dat do obrazové roviny 
6.1 Vznik obrazu 
Obraz vzniká detekcí intenzity (jasu) energie (elektromagnetické, ultrazvukové, 
elektronových paprsků). Paprsek při styku se zkoumaným objektem jím buď prochází, nebo 
se od něj odráží a ztrácí tak svou energii. Tak získá a nese informaci o vlastnostech objektu 
v místech styku paprsku a objektu. Tyto vlastnosti (hladiny intenzity) jsme schopni 
kvantifikovat, tedy vyjádřit čísly. Sám zkoumaný objekt může být zdrojem záření a být 
snímán. Nejčastějším zdrojem jsou však elektromagnetické paprsky a to buď ve formě vlnění, 
nebo proudu elementárních částic (fotonů). Světlo je prezentováno svou vlnovou délkou, 
frekvencí a energií fotonů (Obrázek 6.1). V elektronové mikroskopii je pro vznik obrazu 
nutné dodržet podmínku, aby rozměry zobrazovaného objektu byly větší, než je vlnová 
délka snímacího média [24]. 
 
 
Obrázek 6.1 Spektrum elektromagnetického vlnění, převzato z [24] 
6.2 Prezentace obrazu jeho histogramem 
Šedotónový histogram je vektor pixelů na určité hladině šedi v rozsahu <0; L – 1> 
[25], je diskrétní funkcí [24]: 
         , (21) 
kde    je k-tá úroveň šedi,    je počet pixelů obrazu o úrovni šedi   . Často se provádí 
normalizace histogramu, pro kterou platí [24]: 
            (22) 
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pro k = 0,1,...,L – 1.       tedy udává pravděpodobnost výskytu úrovně šedi    a součet všech 
prvků normalizovaného histogramu je roven 1 [24]. Pomocí histogramu tak získáme 
představu o rozdělení jasových úrovní v digitálním obraze [26]. 
Histogram je užitečným nástrojem pro další zpracování obrazu (zlepšení vlastností 
obrazu, komprese, segmentace) [24]. 
Histogram nám ukazuje správnost expozice (využití dynamického rozsahu) a kontrastu 
obrazu. Jsou-li všechny odstíny zastoupeny rovnoměrně, působí obraz dobře („brilantní“ 
obraz) [25].  
Na obrázcích 5.2 – 5.6 vidíme různé obrazy a jejich příslušné histogramy. Podle toho 
jaké stupně šedi se v obrazu vyskytují, mají zastoupení v histogramu. Například Obrázek 6.3 
prezentuje kontrastní obraz, kdy jsou složky v histogramu rozloženy rovnoměrně v celém 
rozsahu a histogram obsahuje málo jasu výraznější četnosti než ostatní složky. Získání 
kontrastního obrazu je pro následující analýzu, zkoumání a zpracování obrazu nezbytné a 
bývá naším cílem. Naproti tomu obraz s nízkým kontrastem (Obrázek 6.4) má jen úzký 
histogram v určité části rozsahu. Ve světlém obraze (Obrázek 6.5) jsou sloupce soustředěny 
do vysokých jasových úrovní, naopak v tmavém obraze (Obrázek 6.6) do nízkých jasových 
úrovní. 
 
Obrázek 6.2 Originální obraz + histogram 
 
Obrázek 6.3 Zvýšený kontrast obrazu + histogram 
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Obrázek 6.4 Snížený kontrast obrazu + histogram 
 
Obrázek 6.5 Zvýšený jas obrazu + histogram 
 
Obrázek 6.6 Snížený jas obrazu + histogram 
6.3 Jasová transformace 
Cílem jasových transformací je zpracovat vstupní obraz tak, aby výsledkem byl obraz 
pro určitou aplikaci vhodnější než originál [24]. Zvýrazňování obrazů provádíme za účelem 
zlepšení subjektivního dojmu a informačního využití obrazu (zvýraznění diagnostické 
výtěžnosti, zvýraznění některých rysů na úkor jiných). Jasových transformací je celá řada, my 
však budeme využívat bodové jasové transformace. Při nichž dochází ke změně jasové 
stupnice, kdy změna intenzity obrazového bodu nezávisí na poloze bodu v obrazu.  
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Transformace T výchozího jasu p na novou stupnici q je dána vztahem [26]: 
        (23) 
Obvyklé, a námi také využívané, transformace jasové stupnice jsou zesvětlení, 
ztmavení, zvýšení a snížení kontrastu obrazu. Změna jasu obrazu je reprezentována 
horizontálním posuvem transformační funkce obrazové souřadnice a změna kontrastu je 
reprezentována změnou strmosti této funkce [26].  
Další často využívanou transformací, například při úpravě fotografií, je ekvalizace 
histogramu. Ta umožňuje takovou úpravu obrazu, aby se co nejvíce blížil ideálně 
kontrastnímu snímku („brilantní“ obraz) a jako vstupní informaci využívá jen informaci 
obsaženou v histogramu vstupního obrazu. Ekvalizaci histogramu našeho obrazu nám ukazuje 
Obrázek 4.4 d) [24], [25]. Brilantního obrazu lze dosáhnout správnou expozicí za optimálních 
světelných podmínek nebo dodatečnou úpravou (ekvalizace). Ekvalizace histogramu se tedy 
používá k normalizaci stupnice jasu u růžně exponovaných snímků, pro vizuální srovnávání 
více snímků a objektivnější hodnocení a také jako příprava pro automatickou analýzu [25]. 
6.4 Realizace transformace dat v programovacím prostředí MATLAB 
V programovacím prostředí MATLAB (verze 7.10.0 (R2010a)) je simulována situace, 
kdy jsou elektronovým mikroskopem sejmuta nekvalitní data, ze kterých tedy vzniká 
nekvalitní obraz. Různými výše zmíněnými jasovými transformacemi se obraz upraví tak, aby 
bylo dosaženo kontrastního obrazu (Obrázek 6.3) vhodného pro další analýzy. Ukazatelem, že 
je obraz dobře kontrastní je jeho příslušný histogram, který má jasové složky rozprostřeny 
rovnoměrně po celém rozsahu, jak je uvedeno výše (kapitola 6.2, Obrázek 6.3).  
Data z elektronového mikroskopu jsou prezentována vektorem jasových hodnot, ze 
kterých je třeba vytvořit matici výsledného obrazu (Obrázek 6.7).  
 
 
 
 
 
 
 
         
      
         
         
      
         
         
         
         
         
         
          
 
 
 
 
 
 
Obrázek 6.7 a) obrazový signál v časové doméně b) příslušná matice jasových hodnot 
 
Nejdříve si definujeme rozlišení obrazu, a to proto, abychom věděli, po kolika 
hodnotách se má začít plnit další řádek matice (kolik sloupců bude matice mít). Jelikož 
přenášíme jen obrazová data, je tato znalost nutná. Poté jsou data skládána z časového signálu 
do výsledné matice obrazu a to pomocí dvojitého for-cyklu. Ten je realizací popsaného 
rozlišení obrazu. Skládá hodnoty obrazového signálu v čase (1D vektoru) do matice obrazu 
(2D vektoru), kdy pro každý rozměr je právě jeden cyklus. Protože je obraz obecně RGB 
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model, plníme matici kontinuálně ve všech třech úrovních, aby byl výsledkem šedotónový 
obraz.  
Nyní již přichází na řadu následné úpravy získaného obrazu – již uvedené jasové 
transformace. V programovacím prostředí MATLAB byla pro jasové transformace obrazů 
použita funkce imadjust, která slouží k úpravě hodnot intenzity v obraze nebo barevných 
map. Její obecný, námi využívaný, tvar je: 
 
J = imadjust(I,[low_in; high_in],[low_out; high_out]). 
 
Funkce upravuje hodnoty z I (vstupní obraz) v nové hodnoty J (upravený obraz) tak, že 
hodnoty mezi low_in a high_in upravuje v hodnoty mezi low_out a high_out. Hodnoty 
pod low_in a nad high_in jsou oříznuty, to znamená, že hodnoty pod low_in mapuje 
v hodnoty low_out a hodnoty nad high_in mapuje v hodnoty high_out. 
První situace zobrazuje nekvalitní obraz se sníženým kontrastem (skript jurkat03.m). 
Postupně byl zvýšen kontrast obrazu (ve = imadjust(obraz,[0.2 0.89],[0 1])), dále 
byl ztmaven (ni = imadjust(ve,[0.51 1],[0 0.98])) a znova zvýšen kontrast 
(ve2 = imadjust(ni,[0.31 0.89],[0 1])), (Obrázek 6.8). Lze pozorovat změnu v obrazu i 
v příslušném histogramu. V obrazu je možné se lépe orientovat, odlišit a zkoumat jednotlivé 
struktury Jurkatových buněk. 
 
Obrázek 6.8 Úprava nízkokontrastního obrazu jasovými transformacemi 
 
Dalším případem byl obraz se zvýšeným jasem (skript jurkat04.m). Byla provedena 
úprava pouze ztmavením (ni = imadjust(obraz,[0.51 1],[0 0.98])), (Obrázek 6.9). 
Lze vidět, že během snímání obrazu byla ztracena informace o jemných strukturách 
v intracelulárním prostoru buňky. Poslední obraz měl snížený jas (skript jurkat06.m) a při 
jeho úpravě byl obraz postupně zesvětlen (ka = imadjust(obraz,[0 0.56],[0.4 1])), 
ztmaven (ni = imadjust(ka,[0.42 1],[0 0.98])) a zvýšen jeho kontrast 
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(ve = imadjust(ni,[0.01 0.89],[0 1])), (Obrázek 6.10). Struktury buňky jsou po úpravě 
dobře znatelné. 
 
Obrázek 6.9 Úprava obrazu se zvýšeným jasem jasovými transformacemi 
 
Obrázek 6.10 Úprava obrazu s nízkým jasem jasovými transformacemi 
6.5 Obsluha vytvořených skriptů v MATLAB 7.10.0 R2010a 
Spouštění vytvořených skriptů je velmi jednoduché a nevyžaduje žádná přednastavení 
před vlastním spuštěním programu. Stačí si daný skript pouze otevřít v prostředí MATLAB a 
jednoduše jej spustit. Po několika vteřinách se objeví řada obrazů jak zpracovávaných, tak 
zpracovaných. Celý skript je komentovaný tak, že uživatel pochopí co se děje v jednotlivých 
krocích zpracování dat. Uživatel si také může jednotlivé modality jasové transformace sám 
změnit a vyzkoušet si tak, jaký vliv mají na výsledný obraz. 
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7 Příprava preparátů 
Skladba úkonů při přípravě vzorků pro světelnou i elektronovou mikroskopii je 
podobná (viz Obrázek 7.1). Každá mikroskopovací technika však má svá specifika a omezení. 
Existuje mnoho metod přípravy biologických preparátů pro TEM. SNOM se však pro 
pozorování biologických objektů zatím nevyužívá, a proto je příprava vzorků pro tento typ 
mikroskopie prostorem pro experimenty. Principielně bude však podobná přípravě preparátů 
pro klasickou světelnou mikroskopii.  
 
Obrázek 7.1 Kroky při preparaci tkáně pro mikroskopii + běžně užívané techniky a činidla [21] 
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7.1 Příprava preparátů pro SNOM a SEM 
Pro tuto práci jsme jako vzorek zvolili buněčné kultivace U2OS (lidské kostní nádorové 
buňky). Nechali jsme je narůst na krycích sklech v kultivačním médiu (DMEM s 4,5 g/l 
Glucose, L-Glutamine od PAN Biotech (č. kat. P03-0710), přidán NaHCO3, 
+ penicilin/streptavidin, + 10% FBS) po dobu 40 hodin. Poté jsme preparáty vyjmuli z média 
a nechali oschnout. K následnému barvení jsme použili barvící set Diff-Quik od Medion 
Diagnostics, který poskytuje stejné výsledky jako barvení technikou Pappenheim (Giemsa-
May-Grünwald). Vzorky byly postupně ponořovány v řadě roztoků (fixační roztok, první 
barvící roztok, druhý barvící roztok), v každém po dobu 5 sekund a nakonec opláchnuty 
v destilované vodě. Po oschnutí jsme vybrané preparáty zalili jednosložkovovu epoxidovou 
pryskyřicí Epoxylite 6001-M a vytvrdili v pícce. Vytvrzování probíhá ve dvou krocích. První 
fáze, kdy se zbavujeme rozpouštědel, trvá 3 hodiny při 100 °C. V druhé fázi se vytvrzuje 
povrch epoxidu 1 hodinu při 180 °C. Oba typy vzorků jsme následně zkoumali pomocí 
optického mikroskopu LEICA EZ4 (Obrázek 7.2 a) b)) a SNOM NT-MDT-Solaris (Obrázek 
7.2 c) d)). Poté byly vzorky nezalité pryskyřicí pozorovány také v SEM EVO LS 10, ZEISS. 
7.1.1 Výsledky SNOM 
Obrázky z optického mikroskopu, (Obrázek 7.2 a) b)) nám umožňují získat představu 
o tom, jakým způsobem buňky narostly na podložních sklech. Jsou patrné rozdíly v tvaru, 
velikosti, buňky nevykazují žádné pravidelné prostorové uspořádání. Jak lze vidět na 
obrázcích pořízených pomocí SNOM, jsme schopni rozeznat jak tvary jednotlivých buněk, 
tak i intracelulární membránové struktury a to již při jednoduchém barvení. To vše je 
z důvodu, že jsou to nádorové buňky, které obecně rostou velmi rychle a nahodile. Díky 
provedenému barvení jsme schopni odlišit cytoplazmu od jádra a jsou viditelné dokonce 
struktury uvnitř jádra. Změřená průměrná velikost jádra se pohybuje okolo 17 μm. 
Na obrázcích pořízených pomocí SNOM (Obrázek 7.2 c) d)) vidíme detail dvou těsně 
přiléhajících buněk. Díky dvěma pracovním režimům SNOM (optická odrazivost 
(reflexivita) a topografie – AFM, Atomic force microscopy) je možné pozorovat jak vnitřní 
struktury buněk, tak i jejich povrch. Na obrázku získaném pomocí optické reflexe lze dobře 
odlišit jádra buněk i struktury v jejich cytoplazmě. Na topografickém obrázku jsou patrná 
světlejší místa, která odpovídají umístění jader. Je to způsobeno v důsledku vyšší hustoty, 
hmotnosti a objemnosti buněčných jader oproti okolní cytoplazmě. Jelikož je velmi dobře 
rozpoznatelná hranice cytoplazmatické membrány, dá se předpokládat, že by mohla být 
metoda užitečná pro vyšetřování její kontinuity.  
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Obrázek 7.2 Optický mikroskop: zvětšeno:  a) 150× b) 600×, 
SNOM: c) optická odrazivost d) AFM  
 
Jak bylo uvedeno výše, některé preparáty jsme zalili do epoxidové pryskyřice. 
Bohužel tento způsob přípravy vzorku nebyl příliš užitečný a nepřinesl žádné výsledky. 
Vrstva epoxidu nebyla dostatečně tenká na to, aby bylo možné vidět preparát pod ní a 
výsledkem tak byla pouze analýza povrchu epoxidu.  
Další výhodou SNOM je schopnost zobrazit výsledky topografie do 3D zobrazení a 
otevřít tak třetí rozměr a nový pohled na zkoumaný objekt (Obrázek 7.3). Toto zobrazení nám 
tedy umožňuje lepší představu o struktuře zkoumaného vzorku. 3D AFM topografie potvrzuje 
skutečnost popsanou výše. Díky vyšší drsnosti povrchu buňky ji lze velmi dobře odlišit od 
okolí. Stejně tak jsou velmi dobře viditelné a odlišitelné lokace buněčných jader, jež díky 
svým vlastnostem ční nad okolní cytoplazmou.  
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Obrázek 7.3 3D AFM topografie 
 
Kromě 3D AFM umožňuje SNOM získat i profil indexu lomu (Obrázek 7.4) 
vyjadřující počet pixelů (osa y) na jednotlivých napěťových hodnotách (osa x). Je to řez 
koeficientem odrazivosti, která podle Fresnelových vztahů závisí na indexu lomu 
zkoumaného vzorku. Index lomu vzorku se mění v závislosti na jeho nehomogenitě. 
V pokročilejších studiích vzorků by z něj bylo možné usuzovat složení vzorku. Polohu a 
délku zvoleného řezu je možné libovolně volit. Námi vybraný řez je naznačen v obrázku. 
Velmi dobře čitelný je profil indexu lomu obrazu v režimu reflexivity, kde můžeme vidět dva 
výrazné píky odpovídající buněčným jádrům. 
Pro další představu a výsledky jsme na obrazy pořízené pomocí SNOM aplikovali 
jasové transformace, zmíněné v páté kapitole, v prostředí MATLAB (verze 7.10.0. (R2010a)). 
Protože jsou obrázky ze SNOM barevné, převedli jsme je do obrazů ve stupních šedi. To 
z toho důvodu, abychom je mohli lépe srovnat s obrázky pořízenými pomocí EM, které jsou 
primárně šedotónové. Pro lepší představu zastoupení šedých odstínů v obraze jsme vykreslili 
také histogramy jednotlivých obrazů. Následně jsme provedli jasovou transformaci, konkrétně 
lehké zvýšení kontrastu. Pro oba obrazy jsme použili stejné hodnoty zvýšení kontrastu 
(ve = imadjust(obraz,[0.07 0.94],[0 1])), (skript AFM.m a reflexivita.m). Některé 
buněčné struktury se tak zaostřily a lze vidět i změny v příslušných histogramech, kdy jsou 
jasové sloupce zastoupeny více v celém jeho rozsahu (Obrázek 7.6 a Obrázek 7.7). Mimo 
zvýšení kontrastu jsme provedli i ekvalizaci histogramu původního obrazu. Obrázky ukazují 
(Obrázek 7.5), že i když je ekvalizace histogramu hojně užívaná optimalizační metoda, ne 
vždy jsou její výsledky přínosem. Je patrné, že touto úpravou došlo v obrazech ke ztrátě 
informace. Pokud však chceme zviditelnit určité buněčné struktury na úkor jiných, metoda dá 
využít. 
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Obrázek 7.4 SNOM: a) Reflexivita b) profil indexu lomu c) AFM d) profil indexu lomu 
 
Obrázek 7.5 Ekvalizované obrazy a) AFM b) Reflexivita a jejich histogramy 
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Obrázek 7.6 Reflexivita: a) orginál, b) histogram, c) obraz po zvýšení kontrastu, d) 
histogram 
 
 
Obrázek 7.7 AFM: a) orginál, b) histogram, c) obraz po zvýšení kontrastu, d) histogram 
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7.1.2 Výsledky SEM 
SEM lze považovat za jakousi obdobu optického skenovacího mikroskopu 
v elektronové mikroskopii. SEM však poskytuje informaci pouze o topografii zkoumaného 
vzorku na rozdíl od SNOM, který dokáže zobrazit i vnitřní struktury preparátu pomocí 
transmisního módu. Obrázky, které se nám podařilo pomocí SEM získat, nevykazují takové 
vlastnosti, jako jsme u SEM zvyklí. Při zobrazení členitých povrchů vzorků se jeho klady 
(rozlišovací schopnost, zvětšení, hloubka obrazu) projevují výrazně lépe. Faktem je, že 
k přípravě vzorků (buněk U2OS) nebyly použity klasické metody přípravy preparátů pro 
elektronovou mikroskopii zahrnující fixaci, zalévání do média, krájení ultratenkých řezů a 
kontrastování solemi těžkých kovů. Preparáty byly experimentálně připraveny stejným 
způsobem jako pro mikroskopickou techniku SNOM. I přes to nám určité informace 
poskytují. První, velmi zajímavou věcí, je zobrazení kontaktních vláken mezi jednotlivými 
buňkami (Obrázek 7.8). Přítomnost těchto vláken je typická pro rakovinné buňky a u 
zdravých buněk nejsou zastoupena. Buňky pomocí nich komunikují, předávají si informace a 
expandují na nová místa. Přiblížíme-li se k vzorku blíže (Obrázek 7.9, Obrázek 7.10), je 
možné již vidět určitou strukturu buněk. Lze rozeznat buněčnou stěnu, některá buněčná jádra i 
drsnost cytoplasmy a intracelulárních kompartmentů. Zmíněnou drsnost je možné pozorovat 
pouze jako plochu. Pro lepší představu o vzorku a měření výšky jednotlivých částí preparátu, 
je velmi výhodná možnost zobrazení topografie vzorku ve 3D, jako to umožňuje technika 
SNOM a kterou není možné pomocí SEM získat. 
 
 
Obrázek 7.8 U2OS v SEM a) 
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Obrázek 7.9 U2OS v SEM b) 
 
 
Obrázek 7.10 U2OS v SEM c) 
7.1.3 Výsledky ESEM 
Protože ESEM umožňuje zkoumat vzorky vlhké a nijak neupravené, pozorovaly jsme 
živé buňky U2OS přímo v kultivačním médiu v Petriho misce. Obraz byl pořízen při energii 
elektronů 20 kV a za použití ionizačního detektoru. Dosažené zvětšení je 500×. Bezpochyby 
je tato metoda skvělým krokem vpřed a obecně poskytuje pohled do mikrosvěta z jiného úhlu. 
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Nicméně pro naše potřeby je její zvětšení nedostatečné. Jediné co lze, ač obtížně, na obrázku 
rozlišit jsou tvary jednotlivých buněk (Obrázek 7.11). Bližší informace o zkoumaném vzorku, 
např. o intracelulární struktuře, jsou skryty. 
  
Obrázek 7.11 U2OS v ESEM 
 
Z důvodu velké časové náročnosti přípravy vzorků a problémů s obstaráním TEM, 
nebyly snímky buněk U2OS tímto mikroskopem pořízeny. Díky demonstračním obrázkům, 
z tohoto typu mikroskopu, zpracovávaných v MATLAB (viz kapitola 6.4) a obrázku 
z vědeckého článku (Obrázek 7.12), si však lze utvořit kvalitní představu o tom, jaké 
informace nám obraz z TEM poskytuje. Lze pozorovat nejen strukturu cytoplasmy a v ní 
uložených organel, ale i strukturu jádra. Oba snímky však byly pořízeny na ultratenkých 
řezech, zato v SNOM jsme pozorovali buňky celé a neporušené. Jinak by vzhled obraz mohl 
být srovnatelný s obrazem v TEM. 
 
 
Obrázek 7.12 U2OS v TEM, převzato [29] 
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Závěr 
V současné době se objevují snahy používat mikroskopickou techniku SNOM nejen 
pro materiálový, ale i pro biologický výzkum. Práce tedy hodnotí možnosti SNOM pro tyto 
aplikace a případné nahrazení obecně drahé techniky EM levnější technikou SNOM nebo 
alespoň její zviditelnění ve světě biologického výzkumu. 
První dvě kapitoly se zabývají popisem vlastností živočišných tkání (konkrétně tkáň 
epitelová, pojivová, svalová a krev) a bakterií, které jsou důležité z pohledu mikroskopických 
technik. Mezi charakteristické parametry patří například velikost, tvar, jas či kontrast, které 
jsou pro nás při mikroskopování a další analýze směrodatné. Text byl doplněn již existujícími 
mikroskopickými snímky tkání i bakterií, které problém vhodně ilustrují. Třetí kapitola se 
věnuje první ze dvou zvolených mikroskopických technik – SNOM, což je optický mikroskop 
pracující se sondou v blízkém poli. Jsou zde popsány fyzikální principy této techniky, její 
výhody i omezení. Podobným způsobem je koncipována i následující čtvrtá kapitola, která se 
zabývá elektronovou mikroskopií, a to TEM, tedy transmisní elektronovou mikroskopií, 
SEM, skenovací elektronovou mikroskopií a její speciální variantou ESEM, environmentální 
skenovací elektronovou mikroskopií. Součástí kapitol je i pojednání o vhodnosti těchto metod 
pro pozorování biologických vzorků.  
Šestou kapitolou začíná praktická část této práce. Za pomoci programovacího 
prostředí MATLAB (verze 7.10.0 (R2010a)) byly vyhodnoceny modelové signál, které 
obsahovaly nekvalitní data z elektronového mikroskopu. Tento signál byl postupně 
transformován z časové domény do obrazové roviny, dále byl vyhodnocen jeho histogram a 
následně na něm byla provedena jasové transformace. Nejdříve byla provedena ekvalizace 
histogramu, kdy byly jednotlivé jasové sloupce rovnoměrně rozloženy, dále byly provedeny 
transformace jasu a kontrastu vedoucí k dobře pozorovatelnému a kontrastnímu obrazu. Cílem 
těchto transformací byla příprava obrazových dat pro další možné počítačové zpracování a 
zvýšení jejich poměru signál-šum. Součástí kapitoly je také výklad a popis histogramu a jeho 
aplikace pro získané snímky za účelem optimalizace obrazových dat tak, aby je bylo možné 
dále studovat a automaticky vyhodnocovat.  
Přípravě biologických vzorků je dále věnována sedmá kapitola, která popisuje 
jednotlivé kroky experimentální přípravy vzorků pro SNOM, SEM/ESEM. Ve spolupráci 
s BFÚ AV ČR byly připraveny vzorky buněk U2OS (buněčná řada odvozená od lidského 
osteosarcomu), které byly pozorovány pomocí SNOM (ÚFYZ, VUT – FEKT), SEM (FCH 
VUT) a ESEM (ÚPT AV ČR).  
Dokázali jsme, že SNOM má potenciál být využit pro zkoumání biologických vzorků 
a může tak konkurovat elektronové mikroskopii, která je v současné době jakýmsi standardem 
v tomto odvětví vědy. Každá metoda však má svá specifika a při jejich kombinaci ve 
výzkumu jsme schopni získat komplexnější informaci o vyšetřovaném vzorku. 
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Seznam symbolů a zkratek 
FEKT Fakulta elektrotechniky a komunikačních technologií 
VUT Vysoké učení technické 
SNOM Scanning Near-Field Optical Microscopy 
TEM Transmission Electron Microscopy 
SEM Scanning Electron Microscopy 
ESEM Environmental Scanning Electron Microscopy 
EM Electron Microscopy 
MATLAB Matrix Laboratory 
U2OS Human osteosarcoma cell line 
STEM Scanning Transmission Electron Microscopy 
GIT Gastrointestinální trakt 
ATP Adenosin-tri-fosfát 
rRNA Ribozomální kyselina ribonukleová 
DNA Deoxi-ribonukleová kyselina 
RNA Ribonukleová kyselina 
mRNA Mediátorová kyselina ribonukleová  
STOM Scanning Tunneling Optical Microscopy 
RGB Red-Green-Blue 
AFM Atomic Force Microscopy 
BFÚ AV ČR Biofyzikální ústav Akademie věd České republiky 
UFYZ Ústav fyziky 
FCH Fakulta chemická 
ÚPT AV ČR Ústav Přístrojové techniky Akademie věd České republiky 
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B Tvary bakteriálních buněk a kolonií [10] 
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C Srovnání konstrukce klasického optického mikroskopu, 
transmisního a skenovacího elektronového mikroskopu [20] 
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D Ukázka zdrojového kódu v MATLAB 
% Úkol - Ukázka transformace dat z časové do obrazové domény a 
následná úprava méně kvalitních obrazů 
%................................................................... 
 
clc 
clear all 
close all 
 
%% načtení vstupního obrazového signálu v časové rovině 
 
signal = load('signal_monochrom03.mat'); 
data = signal.signal_monochrom03; 
  
%% rozlišení obrazu 
 
% definujeme si jej proto, abychom věděli, po kolika hodnotách se má začít 
plnit další řádek matice (kolik sloupců bude matice mít), jelikož přenášíme 
jen obrazová data, je tato znalost nutná. 
  
max_x = 300; max_y = 300; % rozlišení obrazu v ose x a y 
  
image_data(max_x, max_y, 3) = zeros; % prelokace obrazových dat 
(zrychluje výpočet) 
 
h = waitbar(0,'Please wait...'); % waitbar 
  
%% Skládání dat z časového signálu do výsledné matice obrazu 
 
n = 1; % indexování průchodu cyklem (počítadlo) 
  
% dvojitý for-cyklus je realizací výše popsaného rozlišení obrazu – skládá 
hodnoty obrazového signálu v čase (1D vektoru) do matice obrazu (2D 
vektoru), kdy pro každý rozměr je právě jeden cyklus. Protože je obraz 
obecně RGB model, plníme matici kontinuálně ve všech třech úrovních, aby 
byl výsledkem šedotónový obraz 
  
for x = 1:max_x 
    for y = 1:max_y 
       image_data(x,y,1) = data(1,n)/256; % 8-bitový signál 
       image_data(x,y,2) = data(1,n)/256; % dělení provádíme pro 
normalizaci dat 
       image_data(x,y,3) = data(1,n)/256; 
       n=n+1; % inkrementace počítadla      
    end 
    waitbar(1 / max_x*max_y) % aktualizace hodnoty progressbaru 
end 
close(h) % uzavření waitbaru 
  
obraz = rgb2gray(image_data); % převod RGB vrstev do GrayScale 
clear image_data 
 
%% zvolený obrázek s histogramem 
 
figure('name','vstupní obraz a jeho histogram, ekvalizovaný obraz a 
jeho histogram'); 
subplot(2,2,1); 
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imshow(obraz); % vykreslení zpracovávaného obrazu 
subplot(2,2,2); 
imhist(obraz); % vyklesení histogramu zpracovávaného obrazu 
subplot(2,2,3); 
histeq(obraz); % ekvalizace histogramu zpracovávaného obrazu 
subplot(2,2,4); 
imhist(histeq(obraz)); 
  
%% Jasové transformace 
  
% Funkce imadjust je jednou z možností jasové transformace a slouží k 
úpravě hodnot intenzity v obraze nebo barevných map. 
% obecný tvar je:  
% J = imadjust(I,[low_in; high_in],[low_out; high_out]) 
  
% Funkce upravuje hodnoty z I (vstupní obraz) v nové hodnoty J (upravený 
obraz) tak, že hodnoty mezi low_in a high_in upravuje v hodnoty mezi 
low_out a high_out.  
% Hodnoty pod low_in a nad high_in jsou oříznuty, to znamená, že hodnoty 
pod low_in mapuje v hodnoty low_out a hodnoty nad high_in mapuje v hodnoty 
high_out. 
 
% zvýšení kontrastu  
 
ve = imadjust(obraz,[0.2 0.89],[0 1]); 
figure ('name','upravený obraz a jeho histogram - zvyšený kontrast') 
subplot(1,2,1); 
imshow(ve); 
subplot(1,2,2); 
imhist(ve); 
  
% ztmavení 
 
ni = imadjust(ve,[0.51 1],[0 0.98]); 
figure ('name','upravený obraz a jeho histogram - ztmavení') 
subplot(1,2,1); 
imshow(ni); 
subplot(1,2,2); 
imhist(ni); 
  
% 2.zvyseni kontrastu 
 
ve2 = imadjust(ni,[0.31 0.89],[0 1]); 
figure ('name','upravený obraz a jeho histogram - druhé zvýšení 
kotrastu'); 
subplot(1,2,1); 
imshow(ve2); 
subplot(1,2,2); 
imhist(ve2); 
  
% vykreslení 
 
figure ('name','srovnání - vstupní a výstupní obraz') 
subplot (2,2,1); 
imshow(obraz); 
subplot (2,2,2); 
imhist(obraz); 
subplot (2,2,3); 
imshow(ve2); 
subplot (2,2,4); 
imhist(ve2); 
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Abstract: Currently there is an idea to use scanning near-field optical microscope for biological 
research. There are various microscopic methods and techniques that allow us to examine more 
closely the structure of the micro-world. In this paper we try to use SNOM (scanning near-field 
optical microscope) as a cheaper option than TEM (transmission electron microscope) in the 
observation of biological specimens (human osteosarcoma cell line, U2OS). 
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ÚVOD 
Principiálně je mikroskopovací technika SNOM založena na přivedení světelného svazku o vlnové 
délce λ co nejblíže k povrchu studovaného objektu. Sonda je přiblížena do vzdálenosti d tak, aby 
platilo d << λ. Dále je nutné svazek dostatečně zúžit, aby velikost výstupní apertury α, daná 
průměrem, byla menší než vlnová délka λ procházejícího záření, tedy α < λ. Pak se blížíme téměř 
bodovému zdroji světelného záření. Tento princip je ilustrován na obrázku (obr. 10a).  
 
 
a) Principiální schéma mikroskopie blízkého pole [15] b) SNOM ÚFYZ-FEKT-VUT 
 
Rozlišovací schopnost optického mikroskopu v blízkém poli nezávisí na vlnové délce použitého 
záření, ale pouze na velikosti hrotu sondy a na jeho vzdálenosti od povrchu vzorku. Pohybuje se 
v rozmezí 30 – 100 nm. SNOM může pracovat buď s osvětlením s vnějším odrazem, kde je sonda 
současně vysílačem i přijímačem nebo při vnějším šikmém osvětlení předmětu. Umožňuje analýzu 
všech typů předmětů, transparentních i netransparentních. Výhodou je, že toto osvětlení je 
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izotropní [3]. Mezi další výhody SNOM patří absence difrakčních jevů v blízkém poli a především 
nižší pořizovací a provozní náklady, protože provoz SNOM není omezen použitím vakua jako 
v případě TEM. Tyto a mnohé další výhody vedou k tendenci využít SNOM nejen v materiálovém, 
ale i v biologickém výzkumu. I přes existenci několika málo prací (viz [27]) se touto problematikou 
dosud nikdo hlouběji nezabýval. Ve srovnání se SNOM používá TEM svazek elektronů, místo 
skleněných čoček čočky magnetické či elektrostatické. Emitované elektrony jsou urychlovány 
polem anody a fokusovány v úzký svazek s malým vrcholovým úhlem. Ten je dále fokusován 
kondensorem na pozorovaný objekt umístěný v blízkosti objektivu. Při průchodu předmětem se 
elektrony srážejí s atomy látky a jsou rozptylovány, přičemž úhel rozptylu závisí na tloušťce a 
hustotě předmětu. Oblasti velké tloušťky a hustoty rozptylují elektrony ve velkém úhlu. Po 
průchodu objektivem procházejí rozptýlené elektrony aperturní clonkou uvnitř nebo za objektivem. 
Množství elektronů vycházejících z jednoho bodu předmětu, které prošly aperturou, závisí na úhlu 
rozptylu. Silně rozptýlené elektrony otvorem neprojdou a neúčastní se tedy vytvoření obrazu. 
Rozdělení intenzity světla na stínítku odpovídá rozdělení tloušťky a hustoty předmětu. Kontrast 
vzniklého obrazu je podmíněn rozptylem elektronů v různých bodech. Zvětšení závisí na ohniskové 
vzdálenosti objektivu a jeho vzdálenosti od obrazové roviny. Pro biologické aplikace jsme schopni 
s TEM dosáhnout rozlišovací schopnosti kolem 5 nm, ale pouze při speciálním zpracování vzorků 
0. 
 
PŘÍPRAVA VZORKŮ – EXPERIMENT 
Postupy přípravy biologických preparátů pro TEM jsou známé, zatímco pro SNOM jsou stále 
výsledkem experimentu. Obecně se příprava vzorků skládá z několika etap – odběr materiálu, 
fixace, zalévání, krájení, barvení a montování řezů.  
  
  
Optický mikroskop: a) 150x zvětšeno b) 600x zvětšeno 
SNOM: c) odrazný režim d) topografie vzorku 
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Z pohledu preparátů je velkou výhodou SNOM to, že zde nedochází k radiačnímu poškození 
vzorku. V elektronovém mikroskopu je energie disipovaná v preparátu při krátkém ozařování 
elektrony o energii 100 keV odpovídající podmínkám, které se mimo mikroskop nacházejí jen 
v blízkosti epicentra jaderného výbuchu. Radiační poškození je způsobeno různými interakcemi 
dopadajících elektronů s atomy vzorku. Nelze je odstranit, pouze redukovat. Výhodou je také 
eliminace kontrastování sloučeninami těžkých kovů (např. octan uranylu, citrát olova), které se u 
TEM využívá pro zvýšení kontrastu biologických objektů, jež jsou tvořeny převážně 
nízkomolekulárními látkami 0. Pro tuto práci jsme jako vzorek zvolili buněčné kultivace U2OS 
(lidské kostní nádorové buňky). Nechali jsme je narůst na krycích sklech v kultivačním médiu 
(DMEM s 4,5 g/l Glucose, L-Glutamine od PAN Biotech (č. kat. P03-0710), přidán NaHCO3, + 
penicilin/streptavidin, + 10% FBS) po dobu 40 hodin. Poté jsme preparáty vyjmuli z média a 
nechali oschnout. K následnému barvení jsme použili barvící set Diff-Quik od Medion Diagnostics, 
který poskytuje stejné výsledky jako barvení technikou Pappenheim (Giemsa-May-Grünwald). 
Vzorky byly postupně ponořovány v řadě roztoků (fixační roztok, první barvící roztok, druhý 
barvící roztok), v každém po dobu 5 sekund a nakonec opláchnuty v destilované vodě. Po oschnutí 
jsme některé preparáty zalili jednosložkovovu epoxidovou pryskyřicí Epoxylite 6001-M a vytvrdili 
v pícce. Vytvrzování probíhá ve dvou krocích. První fáze, kdy se zbavujeme rozpouštědel, trvá 3 
hodiny při 100 °C. V druhé fázi se vytvrzuje povrch epoxidu 1 hodinu při 180 °C. Takto připravené 
vzorky jsme pozorovali pomocí optického mikroskopu LEICA EZ4 (obr. 2a, 2b) a SNOM NT-
MDT-Solaris (0c, 2d).  
 
ZÁVĚR 
Jak lze vidět na obrázcích pořízených pomocí SNOM, jsme schopni rozeznat jak tvary jednotlivých 
buněk, tak i intracelulární membránové struktury a to již při jednoduchém barvení. Tento výzkum 
je teprve v počátcích, ale skýtá velký potenciál. Použití SNOM oproti TEM s sebou nese mnoho 
výhod – nižší pořizovací a provozní náklady (vakuum, sloučeniny těžkých kovů), nedochází k 
radiačnímu poškození, rozlišovací schopnost závisí pouze na velikosti hrotu sondy a na jeho 
vzdálenosti od povrchu vzorku. V současné době TEM hraje významnou roli na poli biologického 
a medicínského výzkumu. TEM nám umožňuje zobrazit submikroskopickou strukturu buněk, 
nadmolekulárních komplexů, makromolekul i virů, které leží pod rozlišovací schopností optického 
mikroskopu. To vše je výsledkem dlouholetého výzkumu a experimentů zejména v oblasti přípravy 
vzorků.  
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Abstract. Currently there is an idea to use scanning near-
field optical microscope for biological research. There 
are various microscopic methods and techniques that 
allow us to examine more closely the structure of the 
micro-world. In this paper we try to use SNOM (scanning 
near-field optical microscope) as a cheaper option than 
TEM (transmission electron microscope) in the 
observation of biological specimens (human osteo-
sarcoma cell line, U2OS). SNOM and TEM allow 
obtaining different, however comparable and 
complementary information of the cell sample. 
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1. Introduction  
In principle, the microscopic technique in near field 
(SNOM) is based on getting the light beam of wavelength 
λ as close as possible to the examined surface. Probe 
approaches to the distance d so d << λ. Consequently, it 
is necessary to sufficiently narrow the beam in order to 
adjust the output aperture α, determined by the diameter, 
lower than the wavelength λ of the passing lightning, thus 
α < λ. After that, the parameters of point-light source are 
practically reached [1]. Resolution of the visible-light 
microscope in near field does not depend on the 
wavelength of used light, only at the size of the probe tip 
and its distance from the specimen surface. The size is 
located between 30 to 100 nm. SNOM is able to work 
either within external lightning while catching the light 
reflection, where the probe serves simultaneously as 
sender and receiver, or within internal inclined lightning 
of the specimen. SNOM enables to analyze all types of 
specimen: transparent and non-transparent. One of the 
significant advantages is, that the used lightning is 
isotropic [2] as well as the absence of the diffraction 
events in the near field and low acquisition and running 
costs, because for the SNOM it is not required to work 
under the high-vacuum as by TEM. Those and other 
advantages make SNOM to be used not only on the field 
of material research making it perfect match for 
biological research. Despite existence of few papers 
based on this topic [3], there is practically no complex 
works that would deal with this topic. 
In compare with TEM, SNOM uses beam of electrons, 
where there are electrostatic or magnetic lens instead of 
the glass one. Emitted electrons are accelerated by the 
field anode and focused into low-diameter beam of a 
small apex angle which is further focused by condenser 
on to the examined object placed near the objective. 
While passing the object, emitted electrons collide and 
change the angle of scattering which depends on the 
thickness and density of the specimen. Areas of 
significant thickness and density scatter the electrons to a 
wider angle.  
After passing the objective, the scattered electrons passes 
through aperture placed inside or behind the objective. 
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Amount of electrons, that have not already passed the 
aperture and that are coming out of the single point 
placed on the object, is based on the angle of scattering. 
Heavily scattered electrons does not pass through the 
aperture, hence they do not participate in creating the 
image. Light intensity distribution on the screen does 
correspond to the matter distribution of thickness and 
density of the object. Contrast of the created image is 
determined by electron scattering in various locations. 
Magnification depends on the focal point of the objective 
and its distance from the image plane. For biological 
applications, it is possible to reach lower resolution with 
TEM (about 5 nm), but only with special sample 
preparation techniques [4]. 
2. Sample preparation 
Procedures for preparation of biological samples for TEM 
are known, while for SNOM are still result of the 
experiments. In general the samples preparation consists 
of several stages – sampling, fixation, embedding, 
slicing, staining and mounting of specimens [4]. 
2.1. TEM 
For sample preparation intended for TEM, fixation based 
on chemical or physical methods is most often used. The 
chemical fixation is based on using glutaraldehyde, 
formaldehyde or osmium tetroxide. In contrary, the 
fixation based on physical methods uses most often 
cryofixation or microwave sample preparation. After the 
fixation, the specimen is dehydrated in alcohol series 
(ethanol and acetone solutions) whose concentration is 
increasing until 100% (of alcohol) in order to remove the 
water present in the sample. Usually the alcohol 
concentration values are 30, 50, 70, 80, 90, 95 and 100%, 
while leaving the specimen in every concentration for 
about 5-10 minutes. In the next step, the specimen is 
embedded. There is wide range of embedding mediums, 
for instance: methacrylates, polyesters or epoxy resins 
[4]. After the embedding, the sections are prepared by 
ultramicrotome. Section thickness is between 30 and 100 
nm. The choice of embedding medium (consistence, 
viscosity, resistance to knife), thickness and roughness of 
sample is one of the significant parameters [27]. 
Thereafter, the specimen is mounted on a metal mesh. 
Because biological objects in general are composed 
mainly of elements with low mass numbers, the contrast 
of structures, that are linked with elements of high mass 
number is increased. For this purpose, heavy metal 
compounds are used: usually salts such as uranyl acetate 
and lead citrate [4]. 
 
 
2.2. SNOM 
Preparation methods for SNOM are based on similar 
procedures like for visible-light microscope (VLM). 
Significant advantage of SNOM is absence of radiation 
damage of the sample. In the electron microscope, the 
electron energy is dissipated in specimen during a short 
irradiation with the energy of 100 keV. Such energy 
conditions correspond to the ground zero, which refers to 
the point directly below a nuclear detonation. Radiation 
damage is caused by different interactions of electrons 
with atoms of the sample. It cannot be removed, only 
reduced. Another advantage is the absence of contrasting 
using compounds of heavy metals [4].  
1) Experiment 
For the experiment, the cell culture U2OS of human bone 
cancer-cells was used. Specimen cells were cultivated on 
cover glasses inside cultivation medium for 40 hours 
(DMEM with 4.5 g/l Glucose, L-Glutamine by PAN 
Biotech (cat.No. P03-0710 with NaHCO3, penicillin or 
streptavidin and 10% FBS).  
Then the specimen were removed from medium and 
dried. For the specimen staining, the rapid staining set 
Diff-Quick (by Medion Diagnostics) was used, yielding 
results comparable to the Pappenheim technique 
(Giemsa-May-Grünwald). Slides were gradually dipped 
in Fixative Solution and in Stain Solution (I and II), in 
each for 5 seconds. Thereafter specimen were shortly 
washed in distilled water and dried by air. Fixative 
Solution contains Fast Green (0.002 g/l) in methanol.  
 
Fig. 1: U2OS in visible-light microscope (magnification – 150×). 
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Fig. 2: U2OS in visible-light microscope (magnification – 600×). 
 
Fig. 3: U2OS SNOM optical reflection 
 
Fig. 4: U2OS SNOM topography. 
Stain Solution I contains Eosin Y (1.22 g/l) in phosphate 
buffer (pH 6.6). and Sodium azide (< 0.1%) as 
preservative. Stain Solution II contains Thiazine Dye (1.1 
g/l) in same buffer like the previous one.  
Some slides were embedded in one-component epoxy 
resin Epoxylite 6001-M, polymerized at 100°C for 3 
hours and at 180°C for 1 hour. Samples were analysed 
using optical microscope LEICA EZ4 (Fig. 1, 2) and 
SNOM NT-MDT-Solaris (Fig. 3, 4). 
 
2) Results 
The images from visible-light microscope (Fig. 1, 2) 
shows cell structure that was grown up on cover glasses. 
Cells are disorganized. Slight differences in shape and in 
size of cells are evident. That is caused because of 
cancer-cells, which in general grow quickly and 
haphazardly. By staining, it is possible to distinguish 
cytoplasm from cell nucleus and also inner nuclear 
compartments of cells. Measured average size of the 
nucleus is about 17 μm.  
In the images from SNOM (Fig. 3, 4), a detail of two 
cells is shown. Due to the working modes of SNOM 
(optical reflection and topography), it is possible to 
observe the cell surface, alongside with intracellular 
space. In the images captured using optical reflection, the 
nucleus of each cell can be easily observed. As can be 
seen bellow, the image captured using the topography 
mode is brighter. Brighter areas correspond with the 
location of nuclei, which is caused due to the higher 
density and mass, comparing to surrounding cytoplasm. 
Cell membrane, which bounds the intracellular structure, 
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can be observed as well.  
It can be presumed, that this method can be useful for 
instance, while investigating membrane defects. As has 
been said previously, some specimens were embedded in 
epoxy resin. Unfortunately, this approach of specimen 
preparation did not prove useful and has not brought any 
results. Deposited resin layer was not sufficiently thin in 
order that specimen could be seen, so only the epoxy 
layer on the surface could be seen.  
3. Conclusions 
As one can see from the images obtained by SNOM, 
shapes of the particular cells can be distinguished, as well 
as the intracellular membrane structures while using only 
the simple staining. Based on these results, it can be 
concluded, that the SNOM poses great advantage in 
compare with TEM, for example – lower running costs 
(vacuum, compounds of heavy metals for coating), no 
radiation damage of samples and resolution which 
depends only on the tip size of the scanning probe and on 
its surface distance.  
At present, TEM plays significant role on the field of 
medical and biological science. TEM enables us to 
display sub-microscopic cell structure, above-molecular 
complexes, macromolecules as well as viruses, which are 
all under the resolution of the VLM. 
As for the future development, it will be necessary to 
improve the preparation techniques of the bio-specimens 
for SNOM, in order to get better resolution and also to 
increase the signal-noise ratio of the obtained images. 
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